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Phosphatidyloligoglycerine 
Be s chr e ibung 

s Die Erfindung betrifft Phosphatidylverbindungen , die einen 
definierten hydrophilen Rest enthalten, sowie Liposomen, die 
eine veriangerte Lebensdauer aufweisen. 

Kerkommliche Liposome weisen im Serum eine Verweilzeic von bis 
10 zu 5 Stunden auf . Insbesondere bei der Verwendung von Liposo- 
men als Trager fur pharmazeutische Wirkstoffe ist jedoch eine 
moglichst lange Verweilzeit von Liposomen im Blutkreislauf 
wunschenswert . 

is Es wurden daraufhin die sogenannten "Stealth-Liposomen" ent- 
wickelt, die eine veriangerte Lebensdauer aufweisen. Diese 
"Stealth-Liposomen" sind auf der Basis von Phosphatidylver- 
bindungen aufgebaut, die einen verlangerten Polyethylenglykol- 
rest enthalten. Der Polyethylenglykolrest erwies sich fiir die 

20 angestrebte veriangerte Lebensdauer am wirksamsten bei Moleku- 
largewichten zwischen 2000 und 3000. Ein wesentlicher Nachteil 
dieser "Stealth-Liposomen" bzw. der Phosphatidylverbindungen 
mit Polyethylenglykolrest liegt allerdings darin, daS es sich 
nicht urn exakt definierte Verbindungen handelt, da die Poly- 

25 ethylenglykolreste unterschiedliche Kettenlangen aufweisen. 

Weiterhin wurde von Maruyama et al . (Int. J. Pharmac . Ill 
(1994), 103-107) die Verwendung von Dipalmitoylphosphatidylpo- 
lyglycerinen zur Verlangerung der Liposomenzirkulat ion vorge- 

30 schlagen. Da jedoch von technischen Polyglycerinen ausgegangen 
wurde, wurden auch hier keine einheitlichen Produkte erhalten. 
Die technischen Polyglycerine , die aus einem Gemisch aus Poly- 
glycerinen verschiedener Kettenlange und Monoglycerin bestehen 
und durch ihr mittleres Molekulargewicht charakterisiert sind, 

35 wurden mittels Phospholipase D phosphatidyliert . Mit den so 
erhaltenen Produkten konnte jedoch nur eine geringe Erhohung 
der Lebensdauer von Liposomen in Blut beobachtet werden. 
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Aufgabe der vorliegenden Erfindung war deshalb die Bereitstel- 
lung von Verbindungen, die die Lebensdauer von Liposomen erho- 
hen und zugleich eine exakt angebbare Zusarnmenset zung aufwei- 
sen . 

Die Aufgabe wird erf indungsgemaS gelost durch eine Verbindung 
einer allgemeinen Formel (A) 
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worin R 1 und R 2 unabhangig voneinander Wasserstof f , einen ge- 
sattigten oder ungesatt igten Alkyl- oder Acylrest darstellen, 
der gegebenenf alls verzweigt oder/und substituiert sein kann, 
R 3 Wasserstof f oder einen Alkylrest darstellt, 
20 n =o oder 1 ist, 

x eine ganze Zahl von 1 bis 4 darstellt und 

m eine ganze Zahl von 2 bis 10, falls n = 0, oder eine 
ganze Zahl von 1 bis 10, falls n = 1, darstellt sowie 1 
ist, falls x groSer als 1 ist, 
25 wobei im Palle n = 0 die Verbindung hinsichtlich des Werts von 

m grofier als 90 % einheitlich ist. 



Der dieser Erfindung zugrundeliegende schrittweise Aufbau der 
hydrophilen Reste der Phosphatidylverbindungen der Formel (A) 
30 ermoglicht es, eine genau definierte Zusammensetzung der Ver- 
bindungen zu erhalten. 

Es handelt sich also bei der erf indungsgemaSen Verbindung der 
Formel (A) nicht urn ein Gemisch verschiedener Molekule unbe- 
3s stimmter Zusammensetzung und Kettenlange, sondern es kann 
gezielt eine gewunschte Struktur erhalten werden. Dies bedeu- 
tet, dalS beispielsweise , falls das gewunschte Produkt ein 
Triglycerinderivat ist, also x = 1 und m = 3 in Formel (A), 
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der Gehalt an Monoglycerin- , Diglycerin- , Tetraglycerin- und 
hoheren Oligoglycerinderivaten gering ist. Bevorzugt wird ein 
Glycerinderivat bestimmter Kettenlange im wesentlichen frei 
von Glycerinderivaten anderer Kettenlange erhalten. Insbeson- 
dere ist der Gehalt an Monoglycerinderivaten gering und be- 
tragt weniger als 5 %, bevorzugt weniger als 1 % und besonders 
bevorzugt weniger als 0,1 %, bezogen auf das gewunschte Oligo- 
glycerinderivat . 

Erf indungsgemafc stellt die Verbindung der Fortnel (A) eine ein- 
heitliche Verbindung definierter Struktur dar. Bevorzugt ist 
die Verbindung hinsichtlich des Werts von m groiSer als 95 %, 
besonders bevorzugt groSer als 99 % einheitlich. Es ist jedoch 
auch moglich, die Verbindung mit einer Einheit lichkeit von 
mehr als 99,9 % hinsichtlich des Werts von m bereitzustellen . 



Bevorzugt handelt es sich bei der Verbindung um Oligoglycerin- 
derivate mit 2 bis 5 Glycerineinheiten, bevorzugt mit 2 bis 4 
Glycerineinheiten. Es handelt sich dabei bevorzugt um 1.3- 
20 verkmipfte lineare Oligoglycerinreste . 

Die Reste R l und R 2 stellen erf indungsgemate bevorzugt unabhan- 
gig voneinander Wasserstoff, einen gesattigten oder ungesat- 
tigten C^C^-Alkyl- oder C^C^-Acylrest , bevorzugt Wasserstoff 
2s oder einen gesattigten oder ungesattigten C 9 -C 24 -Alkyl- oder C 8 - 
C 21 -Acylrest dar, wobei bevorzugt mindestens einer der Reste R 1 
und R 2 einen Acylrest darstellt. 

Der Rest R 3 stellt bevorzugt Wasserstoff oder einen Alkylrest 
30 mit 1 bis 4 Kohlenstof f atomen dar. 

Die Verbindung der Formel (A) kann als Racemat , das eine Phos- 
pho-rac- (1 oder 3 ) -oligoglycerinverknupf ung enthalt oder als 
stereospezif isches Isomer vorliegen. Die Stereoisomere konnen 
35 eine Phospho-sn-1 -oligoglycerinverknupf ung oder eine Phospho- 
sn- 3 -oligoglycerinverknupf ung aufweisen. Die Bildung der 
stereospezif ischen Verknupfung kann analog zu den in der Lite- 
ratur beschriebenen Verfahren durchgefiihrt werden (DE 31 3 0 
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867 Al; H. Eibl ec al . , Chem. Phys . Lipids, 28 (1981), i- 5, 
4i (1986), 53-63 und 47 (1988, 47-53). 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Liposomen, die 
s Phopsholipide oder/und Alkylphospholipide , gegebenenf alls 
Cholesterin und 1 bis 50 Mol-% einer Verbindung der allgemei- 
nen Formel (A) 
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is oder deren Salze enthalten, wobei das Cholesterin, die Phos- 
pholipide, die Alkylphospholipide und die Verbindung der For- 
mel (A) zusamrnen 10 0 Mol-% ergeben, worin R 1 und R 2 unabhangig 
voneinander Wasserstoff, einen gesattigten oder ungesatt igten 
Alkyl- oder Acylrest darstellen, der gegebenenf alls verzweigt 

20 oder/und substituiert sein kann, 

R 3 Wasserstoff oder einen Alkylrest darstellt, 
n =0 oder 1 ist , 

x eine ganze Zahl von 1 bis 4 darstellt und 

m eine ganze Zahl von 2 bis 10, falls n = 0, oder eine 
2s ganze Zahl von 1 bis 10, falls n = 1, darstellt sowie 1 

ist, falls x groSer als 1 ist, wobei im Falle n = 0 die 
Verbindung (A) hinsichtlich des Werts von m groSer als 90 
% einheitlich ist. 

30 Die erf indungsgemaSen Liposomen weisen eine Halbwertszeit im 
Serum von bis zu 18 bis 20 Stunden auf . Dabei wurde uberra- 
schenderweise ein linearer Abfall der Liposomenkonzentrat ion 
im Blut gefunden. 

3s Erf indungsgemaS bevorzugt wird die Verbindung (A) mit einer 
Einheitlichkeit von groEer als 95 %, besonders bevorzugt 
groSer als 99 % hinsichtlich des Werts von m verwendet . Es ist 
aber auch moglich, die Verbindung (A) in praktisch reiner Form 
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mit einer Einheit lichkeit von groSer als 99,9 % hinsichtlich 
des Werts von m einzusetzen. 

Bevorzugt enthalten die Liposomen eine Verbindung der Formel 

s (A) , in der x = 1 und m eine ganze Zahl von 2 bis 5, besonders 
bevorzugt eine ganze Zahl von 2 bis 4 darstellt. 

Die Reste R 1 und R 2 der in den Liposomen enthaltenen Verbindung 
der Formel (A) konnen unabhangig voneinander Wasserstof f , 

io einen gesattigten oder ungesatt igten C 1 - C 24 -Alkyl - oder C^-C^- 
Acylrest, bevorzugt Wasserstof f oder einen gesattigten oder 
ungesattigten C 8 -C 24 -Alkyl- oder C 8 -C 24 -Acylrest darstellen. Bei 
dem Substituenten handelt es sich urn einen Rest, der bei der 
Herstellung nicht interf eriert . R 3 stellt bevorzugt Wasserstof f 

15 oder einen C^-C^-Alkylrest dar . 

Die Verbindung der Formel (A) kann in den Liposomen als race- 
misches Gemisch, also mit einer Phospho-rac- (1 oder 3)-oligo- 
glycerinverkniipf ung vorliegen. Bevorzugt liegt sie in stereo- 
20 spezif ischer Form mit einer Phospho-sn-l-oligoglycerinverknup- 
fung oder einer Phospho-sn-3 -oligoglycerinverknupf ung vor. 

Bevorzugt stellt mindestens einer der Reste R 1 und R 2 der For- 
mel (A) eine Acylgruppe dar. 



25 



30 



Liposomen, in denen die Verbindung der Formel (A) mit n = 0 
vorliegt, weisen bevorzugt eine negative Uberschufiladung auf . 
Es konnen aber auch Liposomen aus Verbindungen der Formel (A) 
hergestellt werden, in denen n = 1 ist . In diesem Fall weisen 
die Liposomen bevorzugt keine oder eine positive Uberschufila- 
dung auf . 



Die Liposomen enthalten neben einer Verbindung der Formel (A) 
Phospholipide oder/und Alkylphospholipide sowie gegebenenf alls 
35 Cholesterin. Bevorzugt werden 5 bis 15 Mol-% der Verbindung 
der Formel (A) eingesetzt. Falls die Liposome keine UberschuS- 
ladung aufweisen, ist eine Zusammensetzung aus 0 bis 70 Mol-% 
Cholesterin, 1 bis 50 Mol-% einer Verbindung der Formel (A) 
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und Phospholipide oder/und Alkylphospholipide bevorzugt . Im 
Falle einer negaciven Uberschuftladung besteht eine bevorzugte 
Zusammensetzung der Liposomen aus 0 bis 70 Mol-% Cholesterin, 
1 bis 15 Mol-% einer Verbindung der Formel (A) sowie Phospho- 
s lipiden oder/und Alkylphospholipiden . Ein hdherer Anteil an 
Verbindungen der Formel (A) mit negativer UberschuSladung 
wurde zur Instabilitat der Liposomen im Blutkreislauf f uhren . 
Bevorzugt umfassen die Liposomen 35 bis 4 3 Mol-%, besonders 
bevorzugt 38 bis 42 Mol-% Cholesterin, 5 bis 15 Mol-% einer 
io Verbindung der Formel (A) und Phospholipide oder/und Alkyl- 
phospholipide . 

Die Phospholipide oder/und Alkylphospholipide konnen bei- 
spielsweise Diacylphosphoglycerine definierter Struktur sein. 
is Allgemein konnen diese Bestandteile der Lipide als Verbindun- 
gen definierter Struktur eingesetzt werden. 

Im Falle x > 1 stammt der Rest -CH 2 ( -CHOH) x -CH 2 -0H bevorzugt von 
Zuckeralkoholen, die fur x = 2,4 Hydroxy lgruppen, fur x = 3,5 
20 Hydroxy lgruppen und fur x = 4,6 Hydroxylgruppen aufweisen. 
Beispiele solcher Reste sind Mannitderivate fur x « 4, Lyxit- 
derivat fur x = 3 und Threitderivate fur x = 2. 

Die erf indungsgemaSen Liposomen weisen eine deutlich erhohte 
25 Halbwertszeit im Blutkreislauf auf . Bevorzugt betragt ihre 
Halbwertszeit mindestens 10 Stunden, besonders bevorzugt mehr 
als 12 Stunden. Es wurden Halbwertszeiten der erf indungsge- 
maSen Liposomen von 18 bis 2 0 Stunden erhalten. Uberraschen- 
derweise wurden dabei absolut lineare Abfallkurven der Lipid- 
30 konzentrationen im Blut f estgestellt . Erf indungsgemaS bevor- 
zugt befinden sich nach 6 Stunden mehr als 50 % und besonders 
bevorzugt mehr als 60 % der zugegebenen Liposomenmenge im . 
Blut . 

35 Als besonders iiberraschende Eigenschaft der erf indungsgemaSen 
Liposomen hat sich ihre bevorzugte Anreicherung in der Milz 
herausgestellt . In Abhangigkeit von der Zusammensetzung una 
der Grofie der Liposomen wurden bereits Anreicherungsf aktoren 

ERSATZBLATT (HEGEL 26) 

BNSDOCID: <WO 9730058A1 J_> 



WO 97/30058 PCT/EP97/00749 

- 7 - 

in der Milz im Vergleich zur Leber urn etwa das 25-fache er- 
reicht . Dabei steigt die Anreicherung in der Milz verglichen 
mit der Leber mit zunehmendem Wert fur m in Formel A und mit 
zunehmender GroSe der Liposomen. So steigt der Anreicherungs - 
5 grad in der Milz beim Ubergang von SUVs (Small Unilamellar 
Liposomes; Durchmesser etwa 60 nm) auf LUVs (Large Unilamellar 
Liposomes; Durchmesser etwa 190 nm) urn ein Vielf aches. Die 
bevorzugte Anreicherung in der Milz nimmt auch mit zunehmender 
Zahl der Kohlenstof f atome in R 1 und R 2 zu. 

10 

Daruber hinaus wurde gefunden, date die erf indungsgemafeen Lipo- 
somen auch in bestimmten Tumorgeweben angereichert werden . So 
wurde gefunden, daS eine solche Anreicherung bei dem mit 
Methylnitrosoharnstof f induzierten Mammakarzinom (MNU-Karzi- 
15 nom) stattfindet. 

Weiterhin konnen die erf indungsgemafien Liposomen zusatzlich 
einen oder mehrere pharmazeutische Wirkstoffe enthalten. 

20 Als Wirkstoffe konnen in der Regel alle Wirkstoffe verwendet 
werden, die sich mittels Liposomen uberhaupt ins Plasma ein- 
bringen lassen. Bevorzugte Wirkstof f gruppen sind einerseits 
Cytostatika, insbesondere Anthracyclin- Antibiotika , wie etwa 
Doxorubicin, Epirubicin oder Daunomycin, wobei Doxorubicin 

2s besonders bevorzugt ist. Weitere bevorzugte Cytostatika sind 
Idarubicin , Hexadecylphosphocholin , 1 -Octadecyl - 2 -methyl - rac - 
glycero-3 -phosphocholin, 5-Fluoruracil, cis-Platinkomplexe wie 
Carboplatin und Novantron sowie Mitomycine. 

30 Weitere bevorzugte Wirkstof f gruppen sind immunmodulierende 
Substanzen wie etwa Cytokine, wobei unter diesen wiederum die 
Interferone und insbesondere das a- Interferon besonders bevor- 
zugt sind, antimykotisch wirksame Substanzen (z.B. Amphoteri- 
cin B) und Wirkstoffe gegen Protozoenerkrankungen (Malaria, 

35 Trypanosomen- und Leishmanien- Inf ektionen) . Ebenfalls bevor- 
zugt ist Taxol als Wirkstof f . 
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Eine weitere bevorzugte Wirkstof f gruppe sind lytische Wirk- 
stoffe, wie sie in der DE 41 32 345 Al beschrieben sind. Der 
Inhalt dieser Patentanmeldung wird hiermit durch Bezugnahme 
auf genommen . Bevorzugt sind Miltefosin, Edelfosin, Ilmofosin 
s sowie SRI62-834 . 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit 
die Verwendung von erf indungsgemafien Liposomen zur Herscellung 
eines Antitumormittels , wobei der Wirkstof f besonders bevor- 
io zugt Doxorubicin ist . 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die 
Verwendung der erf indungsgemafien Liposomen zur Herstellung 
eines Mittels zur Beeinf lussung der Zellprolif erat ion, wobei 
is der Wirkstof f ein Cytokin, besonders bevorzugt a- Interferon 
ist . 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine pharmazeutische 
Zusammensetzung, die die oben beschriebenen Liposomen und in 
20 den Liposomen eingeschlossen einen oder mehrere pharmazeu- 
tische Wirkstoffe gegebenenf alls zusammen mit pharmazeutisch 
iiblichen Verdiinnungs- , Hilfs-, Trager- und Fullstoffen ent- 
halt . 

25 Die erf indungsgemaSen Liposomen werden nach an sich bekannten 
Methoden hergestellt mit hierfiir gangigen Vorrichtungen . Typi- 
scherweise kann eine die verschiedenen Komponenten des Lipo- 
soms einschliefilich 1 bis 50 Mol-% einer Verbindung der Formel 
(A) enthaltende Losung in eine Lipidsuspension uberfiihrt wer- 

30 den, die dann unter hohem Druck durch Diisen oder durch Loch- 
scheiben gepreEt wird, wobei durch die Gr6£e der Offnungen in 
der Lochscheibe die GroSe der erhaltenen Liposomen geregelt 
werden kann. Geeigente Mafinahmen zur Uberfiihrung einer Lipid- 
suspension in Liposomen sind dem Fachmann bekannt . Bevorzugt 

3s werden 5 bis 15 Mol-% einer Verbindung der allgemeinen Formel 
(A) mit 35 bis 43 Mol-% Cholesterin und 42 bis 60 Mol-% Phos- 
pholipiden oder/und Alkylphospholipiden in eine Lipidsuspen- 
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sion iiberfuhrt, die dann durch geeignete MaSnahmen auf an sich 
bekannte Weise in Liposomen iiberfuhrt wird. 

Solch bekannce Verfahren konnen auch zur Herstellung einer 
s pharmazeutischen Zubereitung, die die erf indungsgemaSen Lipo- 
somen und einen Oder mehrere pharmazeutische Wirkstoffe ent- 
halt, verwendet werden . Zum EinschluS wasserunloslicher Wirk- 
stoffe wird der Wirkstof f dabei zusammen mit den Lipidbestand- 
teilen gelost, wahrend zum EinschluS wasserioslicher Wirk- 
io stoffe der Lipidfilm mit einer waJSrigen Losung versetzt wird, 
die den wasserloslichen Wirkstof f enthalt. 

Die erf indungsgemafien Verbindungen der Formel (A) konnen fur n 
= 1 durch Verkniipfen eines definierten Oligoglycerins uber die 
is Aminogruppe mit einem Phosphat idylethanolamin hergestellt 
werden. Dabei erhalt man neutrale Verbindungen, also Verbin- 
dungen ohne UberschuSladung. Bei den zur Verknupfung einge- 
setzten definierten Oligoglycerinen handelt es sich urn Ver- 
bindungen der Formel (B) . 

20 

Zur Herstellung von Verbindungen der allgemeinen Formel (A) , 
in der n = 0 ist, wird ein definiertes Oligoglycerin mit einem 
Phosphatidylglycerin verkniipf t . Weiterhin konnen Verbindungen 
der allgemeinen Formel (A) mit n = 0 dadurch hergestellt wer- 
25 den, daS ein definiertes Oligoglycerin oder ein C< -C 6 -Zucker- 
alkohol unter Verwendung eines Phosphorylierungsmittels mit 
einem Alkohol der Formel CK 2 - OR 1 - CHOR 2 - CHOH verknupft wird. 
Bevorzugt wird als Phosphorylierungsmittel P0C1 3 verwendet. 

30 Die Herstellung von Phospholipiden aus Diacylglycerinen ist in 
der Literatur beschrieben (DE 32 39 817 Al ; P. Wool ley et al . , 
Chem. Phys. Lipids 47 (1988), 55-62; H. Eibl et al., Chem . 
Phys. Lipids 4_7 (1988), 63-68) und kann entsprechend angewen- 
det werden. 

35 

Durch die oben beschriebenen Verfahren kann eine racemische 
Verbindung gebildet werden, die eine Phospho-rac- ( 1 oder 3)- 
oligoglycerinverknupf ung enthalt. Bevorzugt werden durch die 
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Verfahren stereospezifische Verbindungen gebildet, die eine 
Phopsho - sn- 1 -oligoglycerinverknupf ung oder eine Phopsho -sn-3- 
oligoglycerinverknupf ung aufweist. Bevorzugt wird zur Herstel- 
lung einer Verbindung der Formel (A) ein lineares Oligoglyce- 
rin definierter Kettenlange eingesetzt. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein geschiitztes 
Oligoglycerin der Formel (B) , 



worin Y eine ganze Zahl von 1 bis 9 und X eine Benzyl-, Alkyl- 
oder Tetrahydropropanylgruppe darstellt. Bevorzugt ist Y eine 
ganze Zahl von 1 bis 3. Erf indungsgemafi gelingt es, 1.3-ver- 
knupfte Oligoglycerine in praktisch reiner Form zu erhalten. 
Es konnen Oligoglycerine einer bestimmten Kettenlange herge- 
stellt werden, die praktisch keine Verunreinigungen durch 
Oligoglycerine anderer Kettenlange enthalten. Zudem weisen die 
erf indungsgemafi verwendeten Oligoglycerine praktisch keine 
Verunreinigung durch monomeres Glycerin auf . Es handelt sich 
also urn einheitliche Verbindungen definierter Struktur. 

In dem Oligoglycerin kann X auch eine andere geeignete Schutz- 
gruppe darstellen. Weiterhin kann anstelle von Aceton auch 
eine andere Schutzgruppe , insbesondere ein anderes Keton vor- 
handen sein. 



Weiterhin umfaEt die Erfindung Alkyloligoglycerine der Formel 
(C) 




CH 2 - CH 2 - CH 2 - 0 



- CH 2 - CH - CH 2 - 0 
0 



- H 



CH 3 CH 3 
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CH 2 - CH 2 - CH 2 - O 
I I 
O 0 
» I 
H H 

worin Y eine ganze Zahl von 0 bis 8, bevorzugt eine ganze Zahl 
von 1 bis 3 darstellt und einer der Reste X oder 2 einen ge- 
sattigten oder ungesattigten Alkylrest und der andere der 
Reste Wasserstoff darstellt . Auch bei den Alkyloligoglycerinen 
handelt es sich urn einheitliche Verbindungen definierter 
Struktur . 

Die Herstellung von Oligoglycerinen, geschutzten Oligoglyceri - 
nen und Alkyloligoglycerinen ist von besonderem Interesse, 
weil mit Hilfe dieser Ausgangsstof f e eine Reihe von wichtigen 
und neuen Hilfsstoffen zur Losungsvermittlung und zur Verbes- 
serung der Membranpermeat ion erhalten werden konnen. Von be- 
sonderem Interesse zur Verlangerung der Liposomenlebenszeit im 
Blut ist die Herstellung von Phosphatidyloligoglycerinderiva- 
ten der Formel (A) , die zusatzliche Hydroxylgruppen im polaren 
Bereich tragen. 

Aufgrund der bevorzugten Anreicherung der erf indungsgemafien 
Liposomen in der Milz eignen sich diese Liposomen generell fur 
die selektive Einfuhrung von Substanzen in die Milz. Hierbei 
kann es sich urn Arzneimittel , Kontrastmittel oder dgl . han- 
deln. Insbesondere ist dies aber fur die Verbesserung der 
Qualitat von Impfstoffen von Bedeutung, da die Milz fur die 
Bildung von Antikorpern im Rahmen des Immunsystems besonders 
wichtig ist. Ebenso ist die f estgestellte Anreicherung der 
erf indungsgemafien Liposomen in Tumorgewebe von Bedeutung fur 
die spezifische Zufuhr von Wirkstoffen, Kontrastmitteln und 
dgl. in ein solches Tumorgewebe. 

Die Erf indung wird durch die folgenden Beispiele in Verbindung 
mit den beigefiigten Zeichnungen naher erlautert . In den Zeich- 
nungen stellen dar : 
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Figur 1 eine graphische Darstellung, welche die Verteilung der 
erfindungsgemaEen Liposornen in Milz und Leber pro Ge saint organ 
darstellt . 

s Figur 2 eine graphische Darstellung, welche die Verteilung der 
erfindungsgemaEen Liposornen in Milz und Leber pro Gramm Organ 
darstellt . 

Figur 3 eine graphische Darstellung, welche den Blutspiegel- 
io kurvenverlauf in Abhangigkeit von der Zeit fur verschiedene 
erf indungsgemafie Liposornen darstellt. 

Beispiel 1 

is In einem Tierversuch wurden Liposornen verwendet, die aus 4 0 
Mol-% Cholesterin, 10 Mol-% Phosphatidylglycerin und 50 % 
Dipalmitoyllecithin bestanden. Dabei ergab sich eine Halb- 
wertszeit im Serum von 4 Stunden mit einer typischen Abkling- 
kurve, d.h. anfangs sehr rasche Abnahme, spater langsamere 

20 Abnahme . 

Es wurden Liposornen der gleichen Zusammensetzung hergestellt, 
in denen das Phosphatidylglycerin durch ein erf indungsgemaSes 
Phosphatidylglycerin G2 ersetzt. Es wurde eine Halbwertszeit 

25 im Serum von 13 bis 20 Stunden mit absolut linearer Abfall- 
kurve erhalten. Die lineare Abfallkurve wurde unabhangig von 
der GroSe der hergestellten Liposornen gefunden. Es wurde mit 
50 nm Liposornen und mit 150 nm Liposornen der gieiche lineare 
Abfall der Liposomkonzentrat ion im Serum gefunden. Weiterhin 

30 wurde die lineare Abnahme der Liposomenkonzentration im Blut 
bei verschiedenen Anf angskonzentrationen f estgestellt . 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 

BNSOOCID: <WO 9730058A1_I_> 



WO 97/30058 



- 13 - 



PCT/EP97/00749 



Beispiel 2 

Prozentualer Anteil der Liposomen in der Blutzirkulation nach 
6 S t unden 

s Es wurden erf indungsgema&e Liposomen aus Dipalmitoyl - sn-G- 3 - 
PC/Cholesterin/Dipalmitoyl-sn-G-3-PG Y im molaren Verhaltnis von 
45 : 45 : 10 hergestellt . Der prozentuale Anteil der ursprung- 
lich zugegebenen Liposomenmenge, die nach 6 Stunden im Blut 
gef unden wurden, sind in Tabelle 1 angegeben. Zum Vergleich 
io sind die von Maruyama et al . unter den gleichen Bedingungen 
fur das System Distearyl -sn-G-3 - PC/Cholesterin/Dipalmitoyl -sn- 
G-3 -PG Yi 45 : 45 : 10 erhaltenen Werte angegeben. Es zeigt sich 
eine deutliche Erhohung der gefundenen Liposomenmenge im Ver- 
gleich zum Stand der Technik. 

15 

Tabelle 1: 



Y Vergleichsbeispiel 
0 18 % 

20 2 19 % 

3 

4 20 % 



Y Beispiel der Erfindung 
0 21 % 

2 80 % 

3 82 % 

4 56 % 



2s Beispiel B 

Liposomen aus 1 , 2 -Dipalmitoyl - sn-glycero- 3 -phosphocholin , 1,2- 
Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoglyceroglycerin (PG n ) und 
Cholesterin im molaren Verhaltnis 4:1:5 wurden mit tritium- 
markiertem Inulin dotiert. Diese Liposomen wurden in einer 

30 Dosierung von 100 /xmol Lipid pro kg Ratte an Ratten verab- 
reicht und nach 72 Stunden die Verteilung dieser Liposomen 
iiber die Organe Milz und Leber durch Messung der Radioaktivi- 
tat bestimmt. Die Organgewichte der Leber variierten zwischen 
9 und 10 g, die der Milz zwischen 0,6 und 0,7 g. Figur 1 der 

3s beigefiigten Zeichnung zeigt, daS bei einem etwa 15-fach hohe- 
ren Lebergewicht bei Verwendung von SUVs die Verteilung mit 
zusatzlicher Zahl der Glycerineinheiten (x = 1; m = 1 bis 4 in 
Formel A) zugunsten der Milz erheblich zunimmt: . 
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In Figur 2 ist die Aufnahme der Liposomen in die Organe Milz 
und Leber pro Gramm Organ wiedergegeben . Danach enthalt die 
Milz bei n = 4 eine etwa 9 mal so none Konzentration an Lipo- 
somen wie die Leber, fur m = 1 ist der Anreicherungsf aktor 
s gleich 4 . Die Figuren 1 und 2 zeigen zudem in der letzten 
Spalte den Effekt der LiposomengroSe . Fur LUVs mit einem 
Durchmesser von 190 nm ergibt sich daraus eine weitere Ver- 
starkung der Anreicherung in der Milz, so daJS bereits bei n = 
2 der Anreicherungsf aktor gleich 24 ist. Praktisch wird mit 
io diesen Liposomen das Organ Leber nicht mehr erreicht. 
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Beispiel 4 



Herstellung von Verbindungen der Formel (A) 



5 Beispiel 4a: Zentrales Zwischenprodukt der Formel I 

Die Oligoglycerine Diglycerin (G 2 ) , Triglycerin (G 3 ) und Tetra- 
glycerin (GJ konnen aus einem leicht erreichbaren, zentralen 
Zwischenprodukt der Formel 1 , 1 . 2-Isopropyliden-rac-glyce- 
o ro-3 . l-rac-glycero-3-allylether, hergestellt werden {siehe 
Schema A) . 





15 




OH 



CH. 



0 



l 2 




20 i 



2) 



1) 



Umlagerung Allyl/Propenyl 
saure Spaltung 



25 



30 



1) 1) Epoxidation 

2) 2) saure Spaltung 
G 3 

1) Epoxidation 

2) Offnung mit Allylalkohol 

3) Epoxidation 

4) saure Spaltung 
G 4 



35 Schema A: Oligoglycerine aus Formel I 
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Das in Formel I beschriebene Zwischenprodulct kann in groSen 
Mengen aus kauflichem Allylglycidylether durch NaOH kataly- 
sierte Ringoffnung mit ebenfalls im Chemikalienhandel erhalt- 
5 lichem 1 . 2 - Isopropyiiden-rac-glycerin erhalten werden: 

Epoxidof f n una mit Alkoholen (allaemeines Beispiel) 

Herstellung des zentralen Zwischenproduktes der Formel I: 
io 1 . 2-Isopropyliden-rac-G,-3 . 1-0 . 0-3 -0-allyl-rac-G 2 



is 



20 



0 

/ \ 
CH„ — CH - CH. 



I 

0 
I 

CH, 



- CH =» CH. 



Reaktion mit 1 . 2 - Isopropyliden-G 
(katalytische Mengen NaOH) 



CH. 



CH. 



C 

/ \ 

0 0 

1 I 



CH, 



CH. — CH, 
2 I 1 
0 
I 

CH^ 



OH 
I 

CH - CH, 
I 1 
0 



(G,) 



(G 2 ) 



CH 2 - CH = CH 2 



(63) 
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1 . 2-Isopropyliden-rac-glycerin (MG 132.16/ 16 Mol - 2115 g) 
wird mit kataiyt ischen Mengen NaOH (MG 40.00; 0.6 Mol - 24 g) 
versetzt und unter Ruhren und Erwarmen auf 80°C in Losung 
s gebracht . Bei 80°C wird Aliyl-glycidyl-ether (MG 114.14; 6 Mol 
- 685 g) tropfenweise in einem Zeitraum von 2 Stunden zugege- 
ben und der Ansatz noch weitere 2 Stunden bei 80°C geruhrt . Zu 
diesem Zeitpunkt hat sich das Epoxid vollstandig (Rf 0.8 in 
Ether) unter Bildung des G 3 -Bausteines (Rf 0.60 in Ether) 

10 umgesetzt. Das uberschussige Isopropyliden-rac-glycerin hat 
einen Rf-Wert von 0.65 in Ether und wird bei 75°C / 10 mbar 
aus dem Reakt ionsgemisch entfernt. Der Riicksnand wird mit l 1 
Diisopropylether versetzt und zweimal mit jeweiis 1 1 NaCl (1 
%-ige Losung in H 2 0) extrahiert . Die organische Phase wird 

is einrotiert und destilliert (Kpi 10 -1 mbar 125°C) . 

Die Ausbeute an reinem Produkt , 1 . 2-Isopropyliden-rac-G,-3 . l- 

0 . 0-3-0-allyl-rac-G 2 . (MG 246.30), ist 1025 g (ca. 70 %). 

20 Anstelle von 1 . 2 - Isopropyliden-rac-glycerin konnen andere 
primare Alkohole sowie Allylalkohol und Benzylalkohol nach den 
angegebenen Bedingungen umgesetzt werden. Entsprechend konnen 
auch andere Epoxide auf die gleiche Weise eingesetzt werden. 

25 Das Zwischenprodukt der Formel I kann auch aus 1 . 2 - Isopropyii- 
den-rac-giycero-3 -glycidylether durch NaOH katalysierte Ring- 
off nung mit Allylalkohol erhalten werden. In diesem Falle mufi 
zunachst 1 . 2 - Isopropyliden-rac-glycero- 3 -glycidylether aus 
Allylglycerin hergestellt werden. 

30 

Beispiel 4b: 

Alkvlieruna von primaren oder sekundaren Hydroxvlaruppen 
(allaemeines Beispiel ) 

35 

Herstellung eines zentralen Z wi s chenproduk t e s : 

1 . 2 - Isopropyliden-rac-Gi-3 . 1-0 . 0 -2 - 0 -benzyl- 3 - 0 -allyl -rac-G 2 
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CH, 



— CK. 
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CH„ — CH - CH, 
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(Gj 



15 



CH 2 — CH 



« CH, 



Das zentrale Zwischenprodukt , 1.2-Iso- 
propyliden-rac-Gi-3 . l-rac-G 2 -0-allylether (MG 246.30; 0.5 Mol 

20 - 123 g) wird in 500 ml Tetrahydrof uran gelost, mit Benzyl- 
chlorid (0.6 Mol - 76 g) versetzt und unter RuckfluS gekocht . 
Man laSt K-tert . Butylat (0.7 Mol - 79 g) gelost in 500 ml 
Tetrahydrof uran langsam eintropfen. Die Reaktion ist nach 30 
Minuten Kochen unter RuckfluS abgeschlossen (DC-Kontrolle - 

25 Rf-Werte in Ethylether: Edukt, Rf = 0.1; Produkt , RF = 0,4). 
Das Reaktionsgemisch wird mit 1 1 Diisopropylether und mit 1 1 
1%-iger NaCl-Losung versetzt, geschuttelt, und die obere Phase 
einrotiert. Das Produkt kann direkt weiterverwendet werden 
oder durch Chromatographie an Kieselgel in reiner Form in ca. 

30 9 0%-iger Ausbeute gewonnen werden. 

Summenf ormel C 19 H 28 0 s (MG 336.42) 

ber.: C f 67.83; H, 8.39; O, 23.79 
35 gef.: C, 67.78; H , 8.34; O, - 

Anstelle von Benzylchlorid konnen auch Benzylbromid, Allyl- 
chlorid oder Allylbromid sowie die Kalogenide oder Mesylate 
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von primaren Alkoholen verwendet werden. Insbesondere fiihren 
die Produkte aus der Reaktion primarer oder sekundarer 
Hydroxylgruppen mit Alkylmesylaten in hohen Ausbeuten (> 90%) 
zu den gewunschten Zielverbindungen . 
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Beispiel 4c: 

Svnthesesequenz O-Allvlether -» O-Propenvlether -»■ Alkohol (all- 
qemeines Beispiel) 



Herstellung von 2-0-Benzyl-rac-Gi-l . 3-0 . 0-1 . 2-isopropyl- 



iden-rac-G, 



CH, CH, 

\ / 3 
C 



CH 2 - CH 2 



- CH, 

0 
\ 



^CH 2 - C 6 H 5 
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1) K-tert. Butylat in Dimethyl formamid 

2) HC1 / H 2 0 in 1-Propanol 



3 ) 2.2- Dime thoxypropan 
<H 2 SO«) 
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Umlacrerung 



l^-Isopropyliden-rac-Gi-B . 1-0 . 0 - 2 - 0 -benzyl - 3 - 0 -allyl - rac -G 2 
(0.5 Mol - 168 g) wird in 500 ml DMF gelost una mit K-tert. 
5 Butylat (0.7 Mol - 79 g) versetzt. Man erhitzt unter Ruhren 
auf 110 bis 115°C (Temperacur im Reaktionsgemisch) , belaSt die 
Reaktion fur 15 Minuten bei dieser Temperatur and ktihlt das 
Reaktionsgemisch auf 20°C. Nach Zugabe von 500 ml Diisopropyl- 
ether und 500 ml 1% NaCl wird die obere Diisopropyletherphase 
xo abgenommen und das Losungsmittel im Vakuum entfernt (DC-Kon- 
trolle - Rf-Werte in Hexan/Diisopropylether (1:1): Edukt , Rf = 
0.2; Produkt, Rf = 0.4). 



Abspaltuna der Propenyl - Schu t zaruppe 

is 

Der Ruckstand aus obiger Reaktion, ca. 168 g, wird in 500 ml 
Methanol gelost und unter RuckfiuS nach Zugabe von 50 ml 1 M 
HC1 gekocht. Nach 60 Minuten ist die Reaktion beendet (DC-Kon- 
trolle in Hexan/Diisopropylether (1:1): Edukt, Rf = 0.4; Pro- 
20 dukt, Rf = 0) . Die Ausbeute an rac -G 1 - 3 . 1 -rac-G r 2 - 0 -benzyl- 
ether betragt > 90%. Unter den sauren Bedingungen der Pro- 
penylabspaltung wird auch die Isopropylidenschut zgruppe ent- 
fernt. Bei Bedarf kann die Isopropylidenschut zgruppe wieder in 
die 1.2-Position eingefiihrt werden. 

25 

Einfuhruncr der I sopropvl iden - S chut zaruppe 

Der Ruckstand der obigen Reaktion (ca. 0.5 Mol) wird in 300 ml 
THF gelost, nacheinander mit 2 . 2 -Dimethoxypropan (0.5 Mol - 52 

30 g) und 0.2 g H 2 S0 4 in 10 ml THF versetzt und 2 Stunden bei 25°C 
geruhrt . Das Reaktionsgemisch wird mit gesattigter Na 2 C0 3 -L6- 
sung neutralisiert , der Niederschlag abgesaugt und das Filtrag. 
im Vakuum mit Xylol einrotiert und dadurch von Wasser befreit. 
Das Produkt wird durch Chromatographie an Kieselgel 60 (Merck, 

35 KorngroSe 0.2 - 0.5 mm) gereinigt (Rf-Werte in Diethylether : 
Edukt, Rf = 0.0; Produkt, Rf = 0.4). Man erhalt 121 g des fur 
die Herstellung von Phosphatidyl -diglycerinen (G 2 -Grundk6rper ) 
wichtigen Zwischenproduktes . 
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G^Grundaerust : 2-0-Benzyl-rac-G^l . 3 - 0 . 0-1 . 2 - isopro- 
pyliden-rac-G 2 (Ausbeute 82%) . 



Summenf ormel : C 16 H 24 0 5 (MG 296.36) 
s ber.:C, 64.85; H, 8.16; 0, 26.99 

gef.:C, 64.82; H, 8.14; 0, - 



Entsprechend konnen die fur die Herstellung der Phosphatidyl - 
oligoglycerine wichtigen Zwischenprodukce mit hoheren Oligo- 
io glycerinanteilen hergestellt werden. Einige Analysedaten fur 
zentrale Zwischenprodukte sind nachfolgend zusammengestellt 
worden : 



G^Grun daerust : 2 - 0 - Benzyl - rac -G 1 - 1 . 3 - 0 . 0-2-0-benzyl-rac- 

15 G 2 -1.3-0. 0-1. 2- isopropy 1 iden - rac - G 3 

Summenf ormel : C 2 H 36 0 7 (MG 460.56) 

ber. : C, 67,81; H, 7.88; 0, 24.32 

gef.: C, 67,75; H, 7.85; O, - 



20 G. -Grundaerust : 

2 -0 -Benzyl- rac- G x - [1.3-0. 0 - 2 -O - benzyl - G] 2 - 1 . 3 - 0 . 0 - 1 . 2 - iso- 
propy li den - r ac - G 4 

Summenf ormel : C 36 H 48 0 9 (MG 624.77) 

ber.: C, 69.21; H, 7.74; 0, 23.05 
25 gef.: C, 69.17; H, 7.69; 0, - 



G. -Grundaerust : 

2-0-Benzyl-rac-G! [1.3-0. 0 -2-0 -benzyl- rac -G] 4 -l . 3-0 . 0-1 . 2- iso- 
propy 1 iden - rac - G 6 
30 Summenf ormel : C 56 H 72 0 13 (MG 953.172) 

ber.: C, 70.57; H, 7.61; 0, 21.82 
gef.: C, 70.56; H, 7.54; 0, - 

Gu -Grundaerust: : 

35 2-0-Benzyl-rac-G x - [1 . 3 - 0 . 0 - 2 - 0 -benzyl - rac -G] 6 -l. 3-0. 0-1.2- 
i sopropy 1 iden - rac - G 8 
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Summenf ormel : C 76 H 96 0 17 (NIG 1281.58) 

ber. : C, 71.23; H, 7.55; 0, 21.22 
gef . : C, 71,15; H, 7.53; 0, - 

s Beispiel 4d: 

Subscanzen, die die Tetrahvdropvranvl -Schut zaruppe traaen 
(anstelle von Benzyl) 

(Herstellung von Phosphatidyl -oligoglycerinen , die unge- 
io sattigte Fettsauren enthalten) 

Fur die Durchfiihrung dieser Variante wird 1.2-Isopro- 
pyliden-rac-glycero-3 -O-allylether nach H.- Eibl und P. 
Woolley, Chem. Phys . Lipids 4.1 (1986) 53-63, hergestellt und 
is epoxidiert. 

Epoxidation (allgemeines Beispiel) 

1 . 2-Isopropyliden-rac-glycero-3-0-allylether (MG 172.22; 1 Mol 
20 - 172 g) wird in 1 1 CH 2 C1 2 gelost. 3 -Chlorperoxybenzoesaure 
(1.1 Mol) wird portionsweise zugegeben und fur 6 Stunden bei 
25 - 30°C geruhrt. Das Edukt (Rf 0.5 in Diethylether/Pentan 
1:1) hat sich vollstandig in das gewunschte Produkt (Rf 0.2 in 
obigem System) umgesetzt. Man saugt vom Niederschlag ab, gibt 
2s zum Filtrat 100 g Na 2 C0 3 und riihrt fur weitere 3 Stunden bei 
20°C. Man saugt den Niederschlag ab und entfernt das Losungs- 
mittel im Vakuum. Die Ausbeute an Epoxid (MG 188.22) betragt 
170 g (90%) . Das Epoxid wird nun, wie unter Epoxidof f nung mit 
Alkoholen (Beisp. 4a) beschrieben, mit Benzylalkohol in 
30 l-O-Benzyl-rac-Gi-3 . 1-0 . 0-2 . 3 - isopropyliden-rac-G 2 umgewandelt 
und die freie OH-Gruppe mit 3 . 4 -Dihydro-2H-Pyran in das Tetra- 
hydropyranderivat umgewandelt . 

Einfuhrung der Tetrahvdropyran- Schut zgruppe (allgemeines Bei- 
35 spiel ) 

l-O-Benzyl-rac-Gi-3 .1-0.0-2 . 3 - isopropyliden - rac -G 2 (MG 2 96.36; 
1 Mol - 296 g) wird in 1 1 THF gelost, mit 1.4 Mol 3.4-Di- 
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hydro -2K-Py ran versetzt und 0.1 Mol Toluolsulf onsaure zugege- 
ben. Nach 1 Stunde ist die Umsetzung abgeschlossen (Edukt, Rf 
0.65; Produkt, Rf 0.90 in Diethylether) . Man versetzt mit 1 1 
0.2 Mol Na 2 C0 3 Losung und mit 1 1 Diisopropylether und schut- 
telt in einem Scheidetrichter gut durch. Die obere Phase wird 
einrotiert und das Produkt durch Hydrogenolyse mit H 2 in Ge- 
genwart eines Pd/C-Katalysators {5% Pd auf Alkohole) in den 
G 2 -Baustein mit freier Hydroxylgruppe umgewandelt. 

G2-Grundaerust : 2-0-Tetrahydropyranyl-rac-Gi-l .3-0.0-1.2- iso- 
propyliden-rac-G 2 (Ausbeute 80% bezogen auf das Epoxid) 

Summenformel : C X4 H 27 0 s (MG 291.36) 

ber. : C, 57.71; H, 9.34; 0, 32.95 
gef . : C, 57.59; H , 9.29; 0, - 

Entsprechend konnen die Verbindungen mit anderen Grundgerusten 
in THP-geschutzte Strukturen umgewandelt werden. Z.B. kann der 
3 -0 -Allylether von Beispiel 4a in ein Epoxid umgewandelt und 
mit Allylalkohol geoffnet werden. Es entsteht wieder ein 
3 -0 -Allylether , der epoxidiert und mit Benzylalkohol geoffnet 
wird zu unten stehendem Produkt, das durch Einfuhrung von 3 
THP-Schutzgruppen und katalytische Hydrogenolyse in ein Zwi- 
schenprodukt mit G 4 -Grundgerust umgewandelt werden kann. 

Benzyl 

0 OH 

1 I 
CH 2 - CH 



- CH, 
I * 
0 
I 

CH, 



OH 
I 

CH 



■CH 

I 
0 

I 

CH, 



2 



OH 
I 

— CH - CH, 
I ' 
0 
I 

CH, 



CH, CH, 
3 / 3 

C 

/ \ 

0 0 

1 I 

— CH — CH, 
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G, -Grundaerust : 

2 -O-THP- rac -G : [1.3-0 . O- 2 - 0 -TKP- rac-G] 2 -l .3-0.0-1. 2 -isopropyi- 
iden-rac-G 4 

Summenf ormel : C 30 H 45 0 2 (MG 607.75) 
s ber. : C, 59.29; H, 9.12; 0, 31.59 

gef . : C, 59.24; H, 9.08; O, - 

Beispiel 4e: 

Weiterverarbeitung des Zwischenprodukts der Formel I 

10 

G-> -Grundk6rper ( racemisch) 

Aus Formel I kann ein zentrales Zwischenprodukt fur die Her- 
stellung der G 2 -Grundk6rper erhalten werden (siehe Schema B) . 
is Dazu wird die sekundare OH-Funktion in Formel I alkyliert, 
benzyliert oder mit Tetrahydropyranyl geschutzt . 



20 



Formel I 



a) Alkylierung 

b) Benzylierung 

4^ c) Einfuhrung der THP-Schut zgruppe 



25 



30 



CH ? - CH - CH 0 
1 I I d 

\ /° ? 

C CH ? — CH — CH 9 

3 3 0 0 

I I 



II * CH 2 -CH^CH 2 



Schema B : Zentrales Zwischenprodukt zur Herstellung der 
G 2 -Grundkorper : 

X = gesattigtes oder ungesattigtes Alkyl, Benzyl oder THP 

35 
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Alkyl-G . -Verbindungen 



1 > 2-0-Alkvl-rac-G , -l . 3-0 . 0-rac-G . 

Die Zwischenverbindung der Formel II mic X = Alkyl wird von 
den Schutzgruppen befreit. Es wurden folgende Verbindungen 
dargestellt : 



io 2-Q-Ethyl-G 2 : C e H 18 0 s (194.23) 

2-O-Hexvl Z G 3 : C 12 H 26 O s (250.33) 

2-O-Undecenvl-G. : C 17 H 34 O s (318.45) 

2-O-Dodecvl -G.r C 18 H 38 0 5 ( 3 3 4 . 49) 

2-O-Octadecvl-G,: C 2 ,H 50 0 5 (418.65) 

is 2-O-Eruoyl -G- : C 28 H S6 0 5 (472.75) 



2) 1-0-Alkvl-rar-G. -3 .1-0 .0-rac-G , 



In der Zwischenverbindung der Formel II mit X = Benzyl wird 
20 Allyl aus der 1-Position entfernt und die entsprechende Alkyl- 
kette in l-Posicion eingef uhrt . Nach Entfernung der Schutz- 
gruppen wurden folgende Verbindungen erhalten: 



l-O-Methvl -G. • C 7 H 16 0 5 (180.20) 

2S 1-O-Pronyl -G. ■ C 9 H 20 O s (208.25) 

1-O-Nonvl-G- : C 1S H 32 0 S (292.41) 

1-O-UndPryl -G-- C 17 H 36 O s (320.47) 

1-O-Dodecyl -G.- C 18 H 38 O s (334.4 9) 

l-0-Octadecvl-G. ; C 24 H S0 O 5 (418.65) 



30 



35 



Ungesattigte 1-O-Alkyldiglyceride konnen auch direkt iiber 
Epoxidof fnung von 1 . 2-Isopropyliden-glycero-glycidylether 
(Schema D, Formel IV) mit Alkoholen erhalten, z.B. 
1-Q-Unde cenvl-G ? : C 17 H 34 O s (318.45) 

Dieser Weg ist jedoch nur fur kurzerkett ige Alkohole geeignet, 
da die Ausbeuten fur langerkett ige Alkohole wie z.B. Oleylal- 
kohol gering sind. Zur Herstellung von l-Oleyl-G 2 wird deshalb 
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ein Syntheseweg uber 2 -O-THP-glycero- 1 . 3 -O . 0 - (1.2- isopropyl - 
iden) -glycerin vorgezogen (Schema D, Formel V) 
1-O-Olevl-G ,: C 2 ,H 48 0 5 (416.64) 

Zwischenprodukte fur die Svnthese von Phospholipiden , die 
Dicvlcerine im polaren Bereich enthalten 

Verbindungen mit gunstigen Schut zgruppen fur diese Synthesen 
enthalten in G x eine 2 -O-Benzylether- oder eine 2 -O-Tetrahydro- 
pyranylethergruppe : 

1 ) 2-Q-Benvzl-rac-G r 1 .3-0.0- (1 . 2-isopropyliden) -rac-a : 

C 16 H 24 0 5 (296 .36) 

Die Verbindung der Formel III wird durch basische Umlagerung 
von Allyl in Propenyl , Benzylierung der sekundaren OH-Gruppe 
und anschlie&ende saure Abspaltung der Propenylschut zgruppe 
erhalten . 



Formel 



1) Umlagerung Allyl/Propenyl 

2) Benzylierung 

3) saure Spaltung 



0 0 

c 

' \ 

CH 3 CH. 



CH - CH. 
I I L 
0 
I 

CH. 



CH - CH~ 
i c 
OBe 



- OH 



Schema C: Ausaanasprodukt fur Phosphatidyl -di -glycerine mit 
gesattiaten Fettsaureresten . 

2) 2 - O-Tetrahvdropyranvl - rac-G r 1 . 3 - 0 . 0- (1 . 2-isopropvliden) - 
rac-G , : C 14 G 27 0 $ (291.36) 
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Die Verbindung der Formel V wird aus Allylglycerin herge- 
stellt. Nach Anlagerung von Isopropyliden wird epoxydiert und 
man erhalt das Zwischenprodukt IV. nach Offnung des Epoxids 
mit Benzylalkohol wird die THP-Schutzgruppe eingefiihrt und die 
s Benzylgruppe entfernt. 



CH, - CH 
! - I 



- CH, 

I 1 



OH 



OH 0 



Allylglycerin 



CH 2 - CH - CK 2 

1) H + ; 2 .2-D-imethoxypropan 

2) Epoxidation 



IV 



CH, — CH - 

I c i 

0 0 
\ / 
C 

/ \ 
CH 3 CH 3 



CH, 



CH 2 - CH -CH 2 



3) Offnung mit Benzvlalkohol 

4) H + ; Q 

5) H 2 ; Pd/C 



CH- - CH 



- CH. 

I ' 

0 

I 

CH. 



CH. 



CK. 



CH - CH 2 - OH 



V 



CH, • CH 9 
l 2 i s 



CH 



CH' 
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Schema D: Ausganasprodukt fur Phosphatidyl -di -glycerine mit 
unaesatt iaten Fettsaureresten 

G, -Grundkorper (racemisch) 

5 

Aus dem zentralen Zwischenprodukt der Formel II konnen unter 
Einbeziehung der Allylgruppe die Triglyceride entwickelt wer- 
den. Nach Epoxidation konnen aus dem Epoxid verschiedene Zwi- 
schen- oder Endprodukte von pharmazeutischen Interesse herge- 
io st el It werden . 



is 



20 



Zwischenprodukt II 

Epoxidation 



:ne; 

i 



CH, - CH - CH, 

<\ /° ' j> 

/ C \ CH. - CH - CH. 
CH. CH. 1 ! 2 
J 3 0 0 
• I 
X CH. - CH - CH. 

VI V 

Schema E: Au saanasprodukte fur die Herstelluna von G . -Grundkor- 
25 pern . 



Aus dem zentralen Zwischenprodukt der Formel VI konnen Trigly- 
cerine hergestellt werden; das Zwischenprodukt dient auch zur 
Herstellung des G 4 -Grundkorpers . In der Formel VI stellt X 
30 Wasserstoff, einen gesattigten Alkyl-, einen Benzyl- oder 
einen THP-Rest dar. 



Alkvi-G , -Verbindunaen 

1) 1 -Q-Alkvl-rac~G 1 -1 . 3 -0 . 0-rac-G , -l . 3 - 0 . 0 - rac -G , 

35 

Das Epoxid der Formel VI (X = H) wird mit Alkoholen direkt 
geoffnet und ergibt nach Abspaltung der Isopropyliden-Schutz - 
gruppe folgende Verbindungen : 
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1-O-Ethvl -G , 
1-O-Hexvl -G , 
1 -O-Nonvl -G T 




(268 .30) 



(324 .41) 



1-O-Urtdecenyl -G , : 
s 1 -O-Dodecyl-G , : 



(366 .491) 
(392.53) 
(408 . 57) 



Fur langerkettige Alkohole sind die Ausbeuten bei der direkten 
Offnung schlecht. Deshalb wurden die Oleyl- und Erucyl-Ver- 
bindungen von G 3 durch Offnung von VI (X = THP) mit Benyzl, 
io Schutz der gebildeten sekundaren Hydroxylgruppen mit THP, 
katalytische Debenzylierung, Alkylierung in 1 -Position und 
Entfernung der Schutzgruppen hergestellt. 

l-O-Olevl-G , : C 27 H 54 0 7 (4 90.72) 

is 1-O-Erucvl-G , : C 31 H €2 0 7 (456.82) 

21 2-Q-Alkvl-rac-G . -i . 3-0 . O-rac-G ,- 1 ■ 3 -0 .0-rac-G, 

Das Epoxid der Formel VI (X = Benzyl oder THP) wird mit Allyl- 
20 alkohol geoffnet und in der 2-Position alkyliert . Die Schutz- 
gruppen werden auf ubliche Weise entfernt. Bei der Herstellung 
der ungesattigten 2 - 0 -Alkylverbindungen mufi die Umlagerung der 
Allyl-Schutzgruppe vor der Alkylierung erfolgen. AuSerdem kann 
in diesem Fall in G 2 nur die THP -S chut z gruppe , nicht aber 
25 Benzyl verwendet werden. Folgende Verbindungen wurden herge- 
stellt : 



30 2 -O-Nonvl -G -. : 



2-O-Methvl-G ,: 
2-Q-Propyl-G 3 : 



2 -O-Undecenvl-G ,. 



2 -O-Dodecvl-G , : 



2 -O-Hexadecvl-G , : 




(111.99) 
(282.33) 
(366 .49) 
(392 .53) 
(408 . 57) 
(464 .68) 



2-O-Olevl-G , : 



(490 . 72) 



35 2 -O-Erucvl-G , : 



C 31 H„0, 



(546 . 82) 
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Zwischenorodukte fur die Synthese von Phospholipiden , die 
Triglyceride im polaren Sereich enthaiten 

5 Gunstige Schut zgruppen fur den Aufbau von Phospholipiden, die 
G 3 -Reste im polaren Bereich enthaiten, sind Benzylreste und 
Tetrahydropyranylreste (THP) . Benzylreste konnen einfach und 
unter milden Bedingungen entfernt werden, allerdings mit der 
Einschrankung, da£ nur gesattigte Fettsauren verwendet werden 
iq konnen. THP-Reste sind von besonderem Interesse, da sie in 
Verbindung mit Isopropylschutzgruppen in einem Schritt abge- 
lost werden konnen. 

1 ) 2 -O-Benyzl -rac-G 1 -1 .3-0.0 - ( 2 -O- Benzyl) -rac-G , -l .3-0.0- (1.2- 
isopropvliden) -rac-G -, 

C 26 H 36 0 7 ( 4 6 0 . 56) 

Diese Verbindung kann aus dem zentralen Zwischenprodukt VI (X 
« Benzyl) durch Offnen mit Allylalkohol , Benzylierung der 2- 
20 Position und Abspaltung der Allylschutzgruppe erhalten werden. 
Sie wird im Text als Forrnel VII bezeichnet. 

2 ) 2 -O-THP-rac-G, -1 . 3-0.0 - (2-O-THP) - rac-G , - 1 . 3-0.0- ( 1 . 2 -iso- 
propvliden) -rac-G, : 
25 C 22 H 41 0 9 (449.56) 

Zur Darstellung ungesatt igter G 3 -Phospholipide wird in VI der 
Rest X = THP verwendet. Man off net das Epoxid VI mit Benzylal- 
kohol, schut zt die freiwerdende sekundare Hydroxylgruppe mit 
30 THP und entfernt den Benzylrest katalytisch mit H 2 /Pt . Die so 
hergestellte Verbindung wird im Text als Forrnel VIII bezeich- 
net . 

Zusatzliche Bemerkunaen 

35 

In der bisherigen Beschreibung haben wir von der Tatsache 
nicht Gebrauch gemacht, daS in der Forrnel VI fur X = gesattig- 
tes Alkyl einfach Verbindungen folgender Struktur hergestellt 
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werden konnen: l-O-Alkyl-rac-G^ .1-0.0- (2-0-alkyl) -rac-G 2 -3 . l- 
rac-G 3 . Die Vertreter dieser neuen Strukturen wurden herge- 
stellt durch Offnen des Epoxids VI (X = Hexadecyl) mit CH 3 OH 
Oder Undecenylalkohol und Abspaltung der Isopropyliden Schutz- 
s gruppe 

l-O-Methyl-rac-G^ ,1-O.Q- (2 . 0- hexadecvl ) -rac-G-,-3 . l-rac-fi 3 L 

C 26 H 54 0 7 (478 .71) 

1-O-Undeceny l -rac-G 1 -3 . l-O. O- ( 2 -O- hexadecvl ) -rac-G , -3 . l-Q. Q- 
10 rac-G 3 : 

C 36 H 72 0 7 (616.958) 
G. - Grundkorper ( racemisch) 

is Aus dem zentralen Zwischenprodukt der Formel IX konnen G 4 - 
Grundkorper hergestellt werden. 



Zwischenprodukt VI 



20 



2S 



CfL - CH - CH, 
-- C s 



CH. 



CH, 



CH 0 - CH - CH. 



I 



i 



(X = H, gesattigtes Alkyl, 
Benzyl oder THP) 

1) Offnung mit Allylalkohol 

2) X = H: Epoxidation 

X = Be : Benzylierung von 

2 -OH, dann Epoxida- 
tion 

X = THP: Einfuhrung von THP 

in 2 -OH, dann 
Epoxidation 



30 



IX 



CH„ - CH - 



CH, 

0 
r 

CH, — 



CH -CH, 

\ / 2 
0 



35 
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Schema F: Ausaanasprodukte fur die Herstelluna von G 4 - Grundkor- 
Pern. 

Aus dem zentralen Zwischenprodukt der Formel IX konnen Tetra- 
glycerine hergestellt werden. Sie konnen auch zur Hersteilung 
von Pentaglycerinen verwendet werden. 

Aus den Zwischenverbindungen konnen auch Oligogiycerine mit 
zwei oder mehr Alkylresten hergestellt werden. Geeignete Aus- 
gangsverbindungen hierfur sind Molekiile der Formel IX in denen 
X einen gesattigten Alkyirest darstellt. 

Alkvl -G, - Verbindunaen 

1 ) 1 -O-Alkvl -rac-G 1 -1.3-0. 0 -rac-G.-l . 3-0. Q-rac-G , -1.3-0.0- 



Das Epoxid der Formel IX, X = H, wird mit Alkoholen direkt 
geoffnet. Das ergibt nach Abspaltung der Isopropyliden-Schutz- 
gruppe folgende Substanzen: 



Dieser Weg ist nur fur kurzerkettige Alkohole geeignet, da die 
Ausbeuten fur langerket rige Alkohole stark abf alien. 

Fur langerkettige Alkohole, die gesattigt sind, mufi deshalb 
wie bei G 2 und G 3 ein Syntheseweg iiber das zentrale 
Zwischenprodut mit X - Benzyl gewahlt werden. Man off net mit 
Allylalkohol , benzyliert die freiwerdende 2-OH-Gruppe, ent- 
fernt die Allylgruppe in der 1-Position und alkyliert die 1- 
Position. Nach Entfernen der Schut zgruppen erhalt man: 



rac-G^ 



l-0-Ethyl-G 4 : 
l-0-Hexyl-G 4 : 
l-0-Undecyl-G 4 : 
l-0-Undecenyl-G 4 : 
1-0-Dodecyl-G 4 : 




(342 .38) 
(398 .49) 
(412.52) 
(410.50) 
(426 .54) 
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1-0-Hexadeyl-G, : C 24 H 50 O, (4 82.99) 

1-0-Octadecyl-G, : C 26 H 54 0, (510.70) 
l-0-Behenyl-G 4 : C 30 H 62 O, (566.81) 

2 . 2 -O-Alkvl -rac-G , - 1 .3. -0.0 - rac-G -, -1.3-0.0 - rac-G , -1.2-0.0- 
rac-G 1 



Die zentrale Zwischenverbindung der Formel IX wird mit Allyl- 
io alkohol geoffnet und die freiwerdende 2-Position alkyliert. 
Nach Entfernen der Schut zgruppen erhalc man: 



2 


- 0 -Propyl -G 4 : 


C B H 32 0 9 


(356.41) 


2 


-0-Hexyl-G 4 : 


^18^38^9 


(398, 49) 


15 2 


-0-Nonyl-G 4 : 


C 21 H 44 0 9 


(440 . 57) 


2 


-0-Undenyl-G 4 : 


C 19 H 38 0 9 


(410.50) 


2 


-0-Dodecyl-G 4 : 




(426 .54) 


2 


- 0 -Hexadecyl -G 4 : 


C 24 H 4Q 0 9 


(483 . 99) 


2 


-0-Octadecyl-G 4 : 


^26^54^9 


(510.70) 


20 2 


-0-Oleyl-G 4 : 


^26^52^9 


(508 . 69) 


2 


-0-Erucyl-G 4 : 


C 30 H 60 O 9 


(564 . 80) 



Zwischenprodukte fur die Svnthese von Phospholipiden , die 
Tetraalvcerine im oolaren Bereich enthalten. 

25 

Verbindungen mit gunstigen Schutzgruppen fur diese Synthesen 
sind entsprechend den Erfahrungen fur die Synthese von G 2 - und 
G 3 -Verbindungen Benzyl- und Tetrahydropyranylether . 

30 1) 2-Q-Benzvl-rac-G ,-l .3-0 . 0- (2-0-benzvl) -rac-G^1.3>0, 0- (2- 
0- benzyl) >rac-G r l . 3-0 . 0 - (1 . 2 - isooropvliden) ~rac-G 1 : 
C 36 H 48 0 9 ( 6 2 4 . 77) 

Die zur Synthese von Phospholipiden mit G 4 -Resten im polaren 
3s Bereich wichtige Zwischenverbindung wird aus Formel IX, X = 
Benzyl durch Offnen des Epoxids mit Allylalkohol , anschlieSen- 
der Benzylierung der f reiwerdenden 2-OH-Gruppe und Entfernung 
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von Allyl hergestellt. Die Verbindung erscheint im Text: als 
Formel X. 

2 . 2 -Q-THP-rac-G. -1.3-0.0- (2-0-THP) -rac-G.-l .3-0.0- (2-0-THP) - 
s rac-G ? -l .3-0.0- ( 1 . 2 - isopropvliden) -rac-G . : 

C 30 H 4S O 2 (607.75) 

Zur Herstellung dieser Verbindung, die zur Darstellung unge- 
sattigter Phospholipide mit G 4 -Grundkorpern im polaren Bereich 
io geeignet ist, geht man analog vor, wie bei der Herstellung der 
G 3 -Verbindung. Man off nee das Epoxid VII, X - THP mit Benzylal- 
kohol, schutzt die freiwerdende 2-OH-Gruppe mit THP und ent- 
fernt Benzyl mit H 2 ( Pd/C-Katalyse ) . Die Verbindung wird im 
Text unter Formel XI genannt . 

ZWISCHENPRODUKTE FUR DIE SYNTHESE VON PHOSPHOLIPIDEN , DIE 
OLIGOGLYCERINE IM POLAREN BEREICH ENTHALTEN UND EINE SN-1- 
VERKNUP FUNG ZUM PHOSPHAT ERMQGL I CHEN (NATURLICHE KONFIGU- 
RATION) 

20 

Bei der bisherigen Herstellung der Verbindungen, die fur einen 
Einbau in den polaren Bereich von Phospholipiden geeignet sind 
(Formeln III und V fur G 2 , Formeln VII und VIII fur G 3 , Formeln 
X und XI fur G 4 ) , wurde nicht darauf geachtet, daS in naturli- 

25 chem Phosphatidylglycerin, d.h. in 1 . 2 -Diacyl - sn-glycero- 3 - 
phospho-sn- 1-glycerin, die Verknupfung von Phosphat mit dem 
nicht acylierten Glycerin eine sn- 1 -Verknupfung ist. Da die 
Liposomenbestandteile als Karrier von Arzneimitteln moglichst 
in naturlicher Konf iguration verwendet werden, wurden Synthe- 

30 sewege entwickelt, die auch eine sn-l-Konf iguration des pola- 
ren Oligoglycerins zulassen (Schema G) . 

sn - 1 - G r G g - Verknupfung 

25 Die stereospezif ische Verknupfung kann analog zu den in der 
Literatur beschriebenen Verfahren durchgefiihrt werden (DE 31 
30 867 Al; H. Eibl , Chem. Phys . Lipids 28. (1981) 1-5; H. Eibl 
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et al., Chem. ?hys . Lipids £1 (1986) 53-63 ; H. Eibi et al., 
Chem. Phys. Lipids 47 (1988) 47-53). 

Das Ausgangsprodukt fur diese Verknupfung ist 2-0-Benzyl-3-0- 
s allyl-sn-glycerin, das nach Epoxidation durch Hydrolyse in das 
Diol umgewandelt wird. Nach Umsetzung mit H72 . 2 -Dimethoxypro- 
pan entsteht 2-0-Be-sn-Gi-3.l-0.0- (1. 2 - isopropyliden) - rac -G 2 , 
ein Molekiil der Formel XII, das eine sn-1 -Verknupfung zur 
Phosphatgruppe in Phospholipiden ermoglicht und dem Racemat 
io der Formel III entspricht . 

sn-l-G 1 -G ? -G , - Verknupfung 

Das Ausgangsprodukt fur diese Verknupfung ist wieder 2-0-Ben- 
i5 zyl-3-0-allyl-sn-glycerin. Nach Schutz der sn- 1 -Position mit 
THP wird epoxidiert und der Epoxidring mit 1 . 2 - Isopropyliden- 
glycerin geoffnet. Man benzyliert die frei werdende OH-Funk- 
tion in G 2/ entfernt die THP-Schutzgruppe und erhalt das Mole- 
kill der Formel XIII, das eine sn- 1- Verknupfung zur Phosphat - 
20 gruppe in Phospholipiden ermoglicht. Das Molekiil XIII ent- 
spricht dem Racemat der Formel VII. 

sn - 1 -G 1 -G ? -G ^ -G. - Verknupfung 

2s Ausgangsprodukt ist wieder 2 - 0 -Benzyl - 3 - 0 -allyl-sn-glycerin , 
urn die sn-1 -Verknupfung zu gewahrleisten . Nach Einfuhrung der 
THP-Schutzgruppe wird epoxidiert und das Epoxid mit Allylalko- 
hol geoffnet . Nach Epoxidation des Zwischenproduktes wird mit 
Isopropylidenglycerin geoffnet, die beiden freien OH-Gruppen 

30 benzyliert und THP entfernt. Man erhalt XIV, das eine sn-1- 
Verkniipfung zum Phosphat ermoglicht und dem Racemat der Formel 
X entspricht. 

Wenn erwimscht, konnen entsprechend auch Verbindungen mit sn- 
35 3-G 1 -G 2 -, sn- 3 -G 1 -G 2 -G 3 - oder sn-3 -G 1 -G 2 -G 3 -G,-Verknupf ung zum 
Phosphat hergestellt werden. In diesem Falle muS in einer 
gleichen Sequenz von Reaktionen anstelle von 2-0-Benzyl-2-0- 
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allyi-sn-giycerin das enanciomere 2-0-Benzyl-I-0-allyl-sn- 
glycerin eingesetzc werden. 

sn- 1-G , -G -. -Verknupf una 



10 



sn - 1 pCH 2 - OH 

2 - CH - OBe 

3 L CH. - 0 - CH 2 

I 

CH - 0 



XII 



v / CH 3 



is 



sn-l-G .-G^-GTVerknupfunq 



sn - 1 r CH 2 - OH 



r CH - 



20 



OBe 

3 — CH 7 - 0 — CH, 

2 l 



CH - OBe 
l 

CH 2 - 0 - CH 2 



25 



XIII 



CH - 0 CH 3 
' C^ 
2 0 X CH, 



sn-l-G^j^G^Vj 



30 sn. — 1 p 



35 



CH 2 - OH 
CH - OBe 
CH, - 0 - CH, 



XIV 



CH - OBe 

i 

CH 2 - 0 - 



CH 2 

CH - OBe 

CH, - 0 - CH. 



CH - 0^ .CK, 
C H 2 -0 ^CH 
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Schema G: Bausteine fur Phospholipide , die eine sn-l-G x - 

Verkniipfung ermoglichen (x = 2 - 4) . Ausgangs- 
produkt isc 2 -O- Benzyl -3 -0- ally I- sn -glycerin . 

s Beispiel 4f: 

Zwischenproduk te t die Zuckeralkohole enthalten (alloemeine 
Beisoiele) 

Wichtige Zwischenprodukte sind hier vor allem solche Zuckeral- 
10 kohole, die preislich gunstig zu erwerben oder aus diesen 
durch einfache Umsetzungen erreicht werden konnen (siehe dazu 
beiliegende Tabelle) . Interessant sind insbesondere D-Mannit 
als offene Form von Inosit, -Xylit, das bei einer Phsophory- 
lierung am mittleren OAtom keine optische Aktivitat besitzt 
is und das als 1-2; 4 . 5 -Diisopropyliden-Xylit leicht zu erhalten 
ist, sowie meso-Erythrit . Als Schutzgruppen werden hier mei- 
stens Isopropyliden, Trityl in Kombination mit Benzyl oder 
Allyl eingesetzt. Auch die Tetrahydropyranyl-Schutzgruppe hat 
hier eine gewisse Bedeutung. Beispielhaft werden hier einige 
20 Moglichkeiten beschrieben. 

1 . 2 ;4 . 5-DiisoproDvliden-Xvlit ( allcremeines Beispiel fur die 
Einfu hrunor der I sopropvl iden - S chut zaruppe ) 

25 Xylit (1.0 Mol - 152 g) wird in 500 ml 2-Propanol aufge- 
schlammt und Dimethoxypropan (3.0 Mol - 312 g) zugegeben. Man 
versetzt mit 6 g H 2 S0 4 in 100 ml 2-Propanol und erwarmt auf 50 
°C. Nach 30 Minuten ist alles gelost. Man versetzt mit soviel 
konzentriertem Ammoniak, bis das Reaktionsgemisch einen pH- 

30 Wert von ungefahr 8 auf weist . Nach Entfernen des Losungsmit- 
tels am Rotationsverdampf er in Vakuum wird der Ruckstand in 
Hexan aufgenommen und auf -20 °C gekuhlt. Es fallen schone, 
weiSe Kristalle aus, die abgesaugt und fur die Phosphorylie- 
rung verwendet werden. 

35 

Summenf ormel : C ia H 19 O s (MG 231.27) 

ber.: C, 57.13; H, 8.28; 0, 34.59 
gef.: C, 57.01; H, 8,27; 0, - 
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Strukcurf ormein einiger Zuckeralkohole : 
C«H 10 O« 



meso-Ervthrit 



H- 
H- 



CH 2 OH 
-! — OH 



OH 
OH 



D-Threit 



CH 2 OH 

I 

HO H 



H- 



-OH 



CH 2 OH 



L-Threit 



CH 2 OH 
I 

H OH 



HO- 



-H 



CH 2 OH 



c 5 H 12 o 5 



15 



20 



Adonh (Ribitol) 1 D(+)-Arabit 



CH2OH 



H- 
H- 
H- 



-OH 
-OH 
-OH 



CH2OH 



CH 2 OH 
I 

HO H 

H OH 

H— I — OH 



H 2 OH 



L(-)-Arabii 



CH2OH 

H OH 

HO — — H 
HO — — H 



A 



H 2 OH 



Xvht (Xvlitol) 



CH2OH 
H — ! — OH 



HO- 
H- 



H 

OH 



T 
cH 2 oH 



C 6 H 14 O e 



Dulcit (Galactii) 



D-Mannit 



D-Sorbit 



CH 2 OH 
H— I — OH 



HO- 



HO- 
H- 



-H 
-H 
-OH 
CH.OH 



HO- 



HO- 



H- 

H- 



CH 2 OH 
-H 
-H 
-OH 



-OH 
CH^OH 



H- 
HO- 
H- 
H- 



CH 2 OH 
-OH 
-H 
-OH 
-OH 
CH.OH 
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1.2:3.4 -Di isopropvliden-5 -benzvl -D-Mannit (allaemeines Bei- 
spiel fur die Verwenduna von Tritvlschut zaruppen in Verbindung 
mit Benzvl schutzgruppen) 

s Ausgehend von 1 . 2 ; 3 . 4 ; 5 . 6 -Triisopropyliden-D-Mannit (MG 
302.36) , das analog zur Herstellung des Xylit-Derivaces erhal- 
ten wurde, wird durch vorsichtige Abspaltung der Schutzgruppe 
in etwa 30 %-iger Ausbeute 1 . 2 . 3 . 4 -Diisopropyliden-D-Mannit 
erhalten. Triisopropyliden-D-Mannit (1.0 Mol - 302 g) wird in 

io 600 ml CH 3 OH gelost, mit Amberlyst 15 (5 g) und 70 g H 2 0 ver- 
setzt. Man erwarmt auf 50 °C und rxihrt die Losung bei dieser 
Temperatur fur 4 0 Minuten (Edukt, RF 0.9; 1 . 2 ; 3 . 4 -Derivat , Rf 
0.7; 3. 4 -Derivat, Rf 0.1 in CHCl 3 /CH 3 OH 1:1), kiihlt auf 20 °C 
und filtriert zu 7,5 ml 25 % Ammoniak in 25 ml 2-Propanol (pH 

is - 8) . Beim Abkuhlen auf 4 °C fallt das Ausgangsprodukt aus und 
kann zuruckgewonnen werden (ca. 120 g, ~ 4 0 %) . Das Filtrat 
wird einrotiert und durch Chromatographie an Kieselgel 60 
(Merck, Darmstadt) gereinigt. Man erhalt 84 g (~ 32 %) an 
1 . 2 : 3 , 4 -Diisopropyliden-D-Mannit , das aus Hexan kristallin 

20 erhalten werden kann. 

Summenf ormel : C 12 H 22 0 6 (MG 262.30) 

ber. : C, 54.95; H, 8.45; O, 36.60 
gef.: C, 54.89; H , 8.34; 0. - 

zs 

Umsetzuna von 1 . 2 ; 3 . 4 -Diisopropyliden-D-Mannit mit Tritvlchlo- 
rid und Benzvlchlorid (allaemeines Beispiel fur die Tritvlie- 
runa und anschlieSende Alkvlieruna) 

30 1 . 2 : 3 . 4 -Diisopropyliden-D-Mannit (0.2 Mol - 52 g) wird in 300 
ml Toluol gelost, mit Triethylamin (0,30 Mol - 30 g) versetzt 
und unter RuckfluS gekocht . Man tropft Tritylchlorid (MG 
278.78; Mol - 64 g) in 200 ml Toluol zu und kocht weitere 60 
Minuten unter RuckfluS (Edukt, Rf 0.7; Produkt , Rf 0.90 in 

35 CHCI3/CH3OH 10:1). Die Reaktion ist dann abgeschlossen . Man 
kiihlt auf 20 °C, filtriert ausgef allenes Triethylaminhydro- 
chlorid ab und rotiert das Filtrat ein. Der obige Ruckstand 
wird in 400 ml TKF auf genommen, mit Benzylchlorid (0.3 Mol - 
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38 g) versetzt und unter Ruckflufi gekocht . Man tropft K-tert.- 
Butylat (0.25 Mol - 28 g) - gelost in 200 ml THF - ein und 
arbeitet das Reaktionsgemisch nach 1 Stunde auf (Edukt, Rf 
0.90; Produkt, Rf 1.00 in CHCl 3 /CH 3 OH 10:1) . Man extrahiert das 
s Reaktionsgemisch nach Zusatz von 3 00 ml Diisopropylether mit 
6 00 ml H 2 0, nimmt die obere Phase ab und entfernt das Losungs- 
mittel im Vakuum. Der obige Ruckstand wird direkt weiterver- 
wendet . 



io Abspaltuna der Tritvlschut zaruppe unter Erhalt der 3.4-Iso- 
propyl iden-Schutzaruppe (allaemeines Beis piel) 

Der olige Ruckstand der vorhergehenden Reaktion (-0.2 Mol) 
wird in 600 ml Aceton/CH 3 OH 1:1 gelost und mit 3 ml H 2 S0 4 ver- 

i5 setzt. Man ruhrt bei 40 °C fur 40 Minuten und beobachtet eine 
vollstandige Abspaltung der Trityl- und der 1 . 2-Isopropyliden- 
Schutzgruppe (Edukt, Rf 0.95; Produkt , Rf 0.15 in Ether). Das 
Reaktionsgemisch wird mit Ammoniak auf pH - 8 gebracht , fil- 
triert und einrotiert. Der Ruckstand wird in Kieselgel chroma- 

20 tographiert und aus Hexan kristallisiert . 



2-Q-Benvzl-3 . 4 - isopropvliden- D-Mannit 

CH 2 — OH 
I 

Benzyl - 0 -CH 

^ CH / CH 3 

7\ 

HC — 0 CH 3 
I 

HC - OH 
I 

CH 2 —OH 



3S 

Summenf ormel : C 16 H 24 O e (MG 312.36) 

ber. : C, 61.52; H, 7.74; 0, 30.73 

gef . : C, 61.44; H, 7.72; 0, - 
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Wie in Beispiel 4c angegeben, kann die Isopropyliden-Schucz- 
gruppe in 5.6-Position wieder eingefiihrt werden. Es entsteht 
ein zentrales Zwischenprodukt fur die Synthese von Phosphati- 
dyl-D-Mannit-Verbindungen, 2-0-Benzyl-3 .4 ; 5 . 6 -diisopropyliden- 
s D-Mannit. 

Summenformel : C 19 H 28 O s (MG 3 52.42) 

ber. : C, 64.75; H, 8.01; 0, 27.24 
gef . : C, 64, 68; H , 7.94 ; 0, - 

10 

Bausceine aus Zuckeralkoholen , die durch ^Combination einer 
Periodatab spaltuna eines vicinalen Diols und Reduktion de>g 
entstehenden Alde hvds mit Natriumborhvdrid erhalten werden 
(allaemeines Beisoiel ) 

15 

1.2:3.4-Diisopropyliden-D-Mannit (0.2 Mol - 26 g) wird nach H. 
Eibl, Chem. Phys . Lipids 28 (1981) 1-5, in 200 ml CH 3 0H gelost 
und zu einer Losung von 0.2 Mol Natriummetaperjodat in 500 ml 
Wasser gegeben . Die Temperatur soil 30 °C nicht ubersteigen. 

20 Nach 15 Minuten ist die Reaktion beendet . Der pH-Wert des 
Reaktionsgemisches wird mit 5 M KOH in Wasser auf pH = 8 er- 
hoht. Die ausgef allenen Salze werden abfiltriert und der ent- 
standene Aldehyd mit Natriumborhydrid (0,25 Mol) reduziert. 
Man erhalt in > 90 %-iger Ausbeute 1 . 2 : 3 . 4 -Diisopropyliden-D- 

25 Lyxit, das mit 600 mi Chloroform extrahiert wird. Die Chloro- 
form-Phase wird einrotiert und das Produkt aus Hexan kristal- 
lisiert . 

Summenformel: C u H 19 O s (MG 231.27) 
30 ber.: C, 57.13; H, 8.28; 0, 34.59 

gef.: C, 57.07; H, 8.21, 0, - 

Durch Verwendung dieser unterschiedlichen Moglichkeiten , Mono- 
isopropylidenabspaltung, Per j odatabspaltung der vicinalen 
35 Diole zu den Aldehyden und Natriumborhydridredukt ion in Kom- 
bination mit der Variation Trityl/Alkyl konnen die unter- 
schiedlichsten geschiitzten Zuckeralkohole erhalten werden, die 
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durch Acylierung oder Phosphorylierung in interessante Alkyl-, 
Acyl- oder Phosphat idylverbindungen umgewandelt werden konnen. 

Hersteliuna einfacher Ester- und Eth erder ivate au s den ge- 
schilderten Oligoalvcerinen und Zuckeralkoholen (allaemeine 
Beschreibung) 

Moglichkeiten der Veresterung oder Veretherung mit an- 
schliefiender Abspaltung der Schutzgruppen wurden in verschie- 
denen Publikat ionen beschrieben. In den im folgenden aufge- 
fuhrten Artikeln finden sich zudem unterschiedliche Methoden 
der Phosphorylierung. Diese Methoden konnen hier analog ver- 
wendet werden. 

Eibl, H. 

Synthesis of glycerophospholipids 
Chem. Phys. Lipids 26 (1980) 405-429 

Eibl, H. 

Phospholipid Synthesis 

In: Liposomes: From Physical Structure to Therapeutic 
Applications (C.G. Knight, editor) Elsevier, Amsterdam (1981) 
19-50 

Eibl, H. and Kovatchev, S. 

Preparation of phospholipids and of their analogs by phospho- 
lipase D. In: Methods of Enzymology. Vol. 72. Ed. J.M. Lowen- 
stein, Academic Press, New York (1981) 632-639 

Eibl, H. : Phospholipide als funktionelle Bausteine biologi- 
scher Membranen Angew. Chemie 96 (1984) 247-262 

Eibl, H. : Phospholipids as functional constituents of biomem- 
branes Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 23. (1984) 257-271 

Eibl, H. Phospholipid synthesis: Oxazaphospholanes and 
dioxaphospholanes as intermediates. Proc . Natl. Acad. Sci . USA 
75 (1978) 4074-4077 
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Eibl, H. and Wooley, P. : Synthesis of enanc iornerically pure 
glyceryl esters and ethers. I. Methods employing the precursor 
1, 2-isorpropylidene-sn-glycerol. Chem. Phys . Lipids 4JL (1986) 
53-63 

5 

Eibl. K. and Wooley, P.; Synthesis of enant iornerically pure 
glyceryl esters and ethers. II. Methods employing the 
precursor 3 , 4 - isopropylindene-D-mannitol . Chem. Phys. Kipids 
47 (1988) 47-53 

10 

Eibl. H. and Wooley, P. : A general synthetic method for 
enantiomerically pure ester and ether lysophospholipids . Chem. 
Phys. Lipids 47 (1988) 63-68 

is Wooley, P. and Eibl, H. : Synthesis of enant iornerically pure 
phospholipids including phosphat idy lser ine and 
phosphatidylglycerol . Chem. Phys. Lipids 47 (1988) 55-62 

Beispiel 4g: 

20 

Zwisc henprodukte zur Svnthese von Phospholipiden . die Zuck^r-- 
alkohole im polaren Bereich enthalten. 

Wie bisher beschrieben, hat die Einfuhrung im polaren Bereich 
25 von Phospholipiden iiber Oligoglycerine einen ausgepragten 
Effekt auf die Blutzrikulation, wenn diese Substanzen als 
Liposomenbestandteile eingesetzt werden. Mit gleichem Ergebnis 
konnen aber anstelle der Oligoglycerine auch Zuckeralkohole 
verwendet werden, z.B. Phosphorsaureester von D-Mannit, D- 
30 Lyxit und D-Threit. Diese Verbindungen konnen mit geeigneten 
Schutzgruppen (siehe dazu Schema H) auf die fur Oligoglycerine 
beschriebene Weise in Phospholipide eingefiihrt werden. Bei den 
beschriebenen Derivaten fiihrt die Kopplung mit Phospholipiden 
wieder zu einer sn-l-Verkmipf ung der Phosphorsaure mit dem 
35 Zuckeralkohol . 
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D-Mannit -Derivat 



Aus 1 . 2 . 6 . 5-Diisopropyliden-D-Mannit kann durch Benzyiierung 
5 in 3. 4 -Position und Abspaltung der Isopropyliden-Schut zgruppen 
3 . 4-0 . O-Dibenzyl-D-Mannic hergestellt werden. Nach Einfiihrung 
der Isopropyliden-Schutzgruppe in 1 . 2-Position, Tritylierung 
und Benzyiierung der freien OH-Gruppe erhalt man nach Abspal- 
tung der Tritylgruppe die Verbindung XV, die in den poiaren 
io Bereich von Phospholipiden eingebaut werden kann. 

D-Lvxit -Deri vat 

1 . 2 - Isopropyliden-3 .4-0 . 0-dibenyzl-D-mannit (siehe oben) wird 
is mit Perjodsaure gespalten und mit NaBH 4 zum Alkohol XVI redu- 
ziert. Diese Verbindung kann in den poiaren Bereich von 
Phospholipiden eingebaut werden. 

D-Mannit -Deri vat ( 6 - Hydroxy lgruppen ) 



20 




CH - OBe 



CH - OBe 



25 



CH - OBe 



XV 



CH 2 - OH 



D-Lvxit -Derivat 



(5 -Hydroxy lgruppen; aus D-Mannit) 



30 




CH - OBe 



35 



CH - OBe 



XVI 
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D-Threi t -Deri vat (4 -Hydroxylgruppen ; aus D-Mannit) 

CH 2 - OBe 

CH - OBe 
i 

CH - OBe 

I 

CH 2 - OH 

io Schema H: Polvalk ohole mit mindestens 4 Hvdroxvlarupnen zurg 
Einbau in den polaren Bereich von Phospholipiden 

D-Threit -Derivat 

is Die Verbindung XVI wird durch Benzylierung in 1 . 2 - Isopropyl - 
iden-3 .4.5-0.0. 0 -Tribenyzl-D-Lyxit umgewandelt . Nach Abspal- 
tung der Isopropyliden-Schutzgruppe, Per j odsaurespaltung und 
Reduktion zum Alkohol erhalt man XVII. Diese kann in gewohnter 
Weise in den polaren Bereich von Phospholipiden eingebaut 

20 werden. 

Phosoholip ide . die Oligoalvcerine im polaren Bereich enthalten 

Wir haben in friiheren Publikat ionen beschrieben, wie auf ein- 
25 fache Weise Phospholipide aus Diacylglycerinen mit gesattigten 
und ungesattigten Fettsaureketten , mit zwei gleichen oder zwei 
unterschiedlichen Fettsaureketten hergestellt werden konnen. 
(DE 32 39 817 Ar; P. Woolley et al . Chem. Phys . Lipids 42 
(1988) 55-62; H. Eibl et al . , Chem. Phys. Lipids 47 (1988) 63- 
30 68) . Entsprechend konnen auch Acyl/Alkyl- oder Alkyl/Acylgly- 
cerine als Ausgangsprodukt verwendet werden. Dagegen sind 
Phospholipide, die Dialkylglycerine enthalten, metabolisch 
extrem stabil und konnen praktisch nicht resorbiert werden. 

35 Die genannten Verbindungen konnen prinzipiell nach zwei unter- 
schiedlichen Methoden dargestellt werden. Dies ergibt sich aus 
der Tatsache, daS aus zwei Alkoholen, Rj-OH und R 2 -OH, ein 
Phosphorsaurediester hergestellt werden soli. 
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Die Alkohole uncer R : -0H sind Alkohole, die ein Glyceringrund- 
geriist mit zwei Fet tsaureketten und eine freie Kydroxylgruppe 
enthalten. Sie konnen aber auch nur eine Fett saurekette und 
eine zusatzliche Schut zgruppe , meist Benzyl, zur Herstellung 
5 von Monoacrylphospholipiden enthalten, R^-OH kann aber auch 
einen Alkohol mit einem einfachen Alkylrest mit einer oder 
zwei cis -Doppelbindungen darstellen. 

Die Alkohole unter R 2 -0H sind Alkohole, die im bisherigen Text 
10 als G 2 , G 3 und G 4 bezeichnet wurden. Sie sind unter den 
Strukturf ormeln III und V (fur G 2 ) , VII und VIII (fur G 3 ) und 
X bis XIV (fur G 4 ) genannt . Entsprechend konnen auch die 
Zuckeralkoholderivate XV bis XVII eingesetzt werden. 

is Wie zwei Alkohole R^-OH und R 2 -0H in guten Ausbeuten zur Her- 
stellung von Phosphorsaurediestern eingesetzt werden konnen, 
ist in Schema G beschrieben. 



20 



25 



R^OH 




1) R 2 -0H 

2) Hydrolyse 



1) Rj-OH 

2) Hydrolyse 



R^O-PDj-Rg; Na" 



Beispielsweise ergibt sich fur R a = 1 . 2-Dipalmitoyl-sn-G und R 2 
= Formel XI nach Entfernung der Schut zgruppen folgende Struk- 
tur : 
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CH ? - 0 - 
CH - 0 - 



CO - (CH 2 ) 14 -CH 3 
CO -(CH 2 ) 14 - CH 3 



10 



CH. - 0 - P ~ 0 - CH, - CH - CH, 

2 V 2 i i 2 

U OH 0 

I 



CH 0 — CH - CH 



CH 
\ 

OH 



I 

CH, — CH — CH. 



I 

OH 



I 4 
OH 



is Schema G : Phosphorsaurediester der Formel R ^ O-PO" , - R , ; Na + 

Als Phosphorylierungsmittel wird Phosphoroxychlorid einge- 
setzt. Aus den beiden iiber Phosphat zu verkniipf enden Alkoholen 
R x OH oder R 2 OH wird zunachst das entsprechende Phosphorsauredi - 

20 chlorid hergestellt , das durch Umsetzung mit dem jeweils ande- 
ren Alkohol zum Phosphorsauremonochlorid umgesetzt wird. 
Leicht basische Hydrolyse fiihrt dann zu den Phosphorsauredi - 
estern, die nach Abspaltung der Schut zgruppen beispielsweise 
in XVIII iibergehen, in 1 . 2 -Dipaimitoyl-sn-glycero-3 -phospho-Gi- 

25 G 2 -G 3 -G 4 ; Na*-Salz. 

Die in der Folge beschriebenen Beispiele konnen durch andere 
Kombination der Fettsaureketten oder durch Einfuhrung weiterer 
Fettsauren, auch synthetischer und naturlicher Herkunft, be- 
30 liebig erweitert werden. Die hergestellten Phosphatidyl-Oligo- 
glycerine konnen je nach Bedarf und nach Einsteilung auf eine 
gewiinschte Eigenschaft im Oligoglycerinbereich auch noch wei- 
tere Alkylketten oder auch Fet tsaurereste enthalten. 

35 Die hier vorgestellten Verfahren, basierend auf Oligoglyceri - 
nen konnen also in vielf altiger Weise eingesetzt und modifi- 
ziert werden, um die Eigenschaf ten von Liposomen zu variieren 
und zu beeinf lussen . In Analogie zu den 
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Hexydecylphosphocholinen den Erucylphosphocholinen sind diese 
Substanzen moglicherweise aber auch wichtige biologisch aktive 
Molekule, die die Signal transduktion und damit zellulare Funk- 
tionswege beeinf lussen . 

5 

Beispiele fur Phospho - G ,_ - G 2 - Verbindungen 
1 . 1 . 2 -Dipalmitoyl -sn-glycero- 3 - phospho -G^G^ ; 



10 



25 



30 



35 

8 



45 





Na*- 


■Salz: C 41 H 80 NaO 12 P 


(819.04) 


2 . 


1 . 2 


-Dimyristoyi-sn-glycero- 


3 - phospho -Gx-Gj ; 




Na*- 


Salz: C 37 H 72 Na0 12 P 


(762.93) 


3 . 


1 . 2 


-Discearoyl-sn-glycero-3 


- phospho -G!-G 2 ; 



15 

3 . 

Na'-Salz: C, 5 H 88 Na0 12 P (875.14) 

20 4. l-Palmitoyl-2-lauroyl-sn-glycero-3 - phospho -G,-G 2 ; 
Na*-Salz: C 37 H 72 Na0 12 P (762.93) 

5 . 1 - S tearoyl - 2 - lauroyl - sn-glycero- 3 -phospho -G 3 -G 2 ; 



Na*-Salz: C„H 7S Na0 12 P (790.98) 

6 . 1 . 2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-G 1 -G 2 ; 

Na*-Salz: C 4S H 8< Na0 12 P (871.11) 

7 . 1 . 2-Dierucyl-sn-glycero-3-phospho-G 1 -G 2 ; 



Na*-Salz: C S3 H 100 NaO 12 P (983.32) 

1-Stearoyl- 2 -oleoyl -sn-glycero -3 -phospho-G!-G 2 ; 
Na*-Salz: C 4S H 86 Na0 12 P (873.13) 

40 9. l-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-G l -G 2 ; 
Na*-Salz: C 43 H 82 Na0 12 P (845.07) 

10 . l-Stearoyl -2 -myristoyl- sn-glycero - 3 - phospho -G 3 -G 2 ; 



Na*-Salz: C 41 H 80 NaO 12 P (819.04) 

11 . l-Stearoyl-2-paltnitoyl-sn-glycero-3 -phospho-G^Ga ; 
so Na*-Salz: C 43 H 84 Na0 12 P (847.09) 
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12 . l-Myriscoyl>sn-glycero-3-phospho-G,-G 2 ; 

Na + -Salz : C^H^NaO^P (552 . 57! 

13 . l-Palmitoyl-sn-glycero-3-phospho-G 1 -G 2 ; 



io 14 . 



15 . 

15 



16 



20 



17 



25 

18 



30 19 



Na'-Salz : C, 5 H S0 NaO lx P 


(580 . 


62) 


1-Stearoyl -sn-glycero-3 -phospho-Gj 


-G 2 ; 




Na'-Salz: C 27 H 54 Na0 11 P 


(608 . 


68) 


Erucyl-phospho-G^Gj ; 






Na'-Salz: C 28 H S6 Na0 8 P 


(574 . 


71) 


Octadecyl -phospho-Gi-Gj ; 






Na'-Salz: C 24 H 50 NaO e P 


(520 . 


62) 


Hexadecyl-phospho-G 1 -G 2 ; 






Na'-Salz: C 22 H 46 NaO e P 


(492 . 


56) 


Tetradecyl -phospho-G 1 -G 2 ; 






Na'-Salz: C 20 H 42 NaO a P 


(464 . 


51) 


Oleyl-phospho-Gi-Gj,- 







35 



40 



45 



Na*-Salz : C 24 H 48 Na0 8 P {518 . 60) 

2 0 . 1 -O-Octadecyl-2 -O-methyl-sn-glycero-3 - phospho -G x -G 2 ; 
Na'-Salz : C 29 H 5B NaO 10 P (608 . 72) 

Beisoiele fur Phospho -G 1 - G . -G ^ - Verbindungen 

1 . 1 . 2 -Dipalmi toy 1-sn-glycero- 3 -phospho -G 1 -G 2 -G 3 ; 

Na*-Salz: C 44 H 86 Na0 14 P (893.12) 

2 . 1.2 -Distearoyl - sn-glycero-3 - phospho -G^Gs-Gj ; 



Na*-Salz : C 4B K 94 Na0 14 P (949 . 22) 

so 3 . 1 - Palmitoyl-2- lauroyl -sn-glycero-3 -phospho-G x -G 2 -G 3 ; 
Na'-Salz: C 40 H 78 NaO 14 P (837.01) 
4 . l - Stearoyl - 2 - lauroyl - sn-glycero-3 -phospho- G x -G 2 -G 3 ; 



55 



Na + -Saiz : C 42 H 82 Na0 14 P (865 . 06) 
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5 . 1 . 2 -Dioleoyl-sn -glycero- 3-phospho-G 1 -G 2 -G 3 ; 
Na'-Salz : C 48 H 90 NaO 14 P (945 . 19) 

6 . 1 . 2 - Dierucy 1 - sn - glycero- 3 -phospho- G 1 -G 2 -G 3 ; 

Na*-Salz : C 56 H 106 NaO 14 P (1057 .40) 

7 . 1 -Stearoyl- 2 -oleoyi-sn- glycero- 3 -phospho -G 1 -G 2 -G 2 / 

Na*-Salz : C 4B H 92 Na0 14 P (947 . 21) 

8 . l-Palmitoyl-2 -oleoyl-sn- glycero -3 - phospho -G : -G 2 -G 3 ; 

Na*-Salz : C 46 H 88 Na0 14 P (919 . 148) 

9 • 1 -Stearoyl - sn- glycero- 3 -phospho -G 1 -G 2 -G 3 ; 

Na*-Salz : C 30 H 60 NaO 13 P (682 . 76) 

10 . Erucyl -phospho-G 1 -G 2 -G 3 ; 

Na + -Salz : C 31 H 62 NaO 10 P (648 . 79) 

11 . Octadecyl -phospho-G 1 -G 2 -G 3 / 
Na'-Salz: C 27 H s6 NaO 10 P (594.69) 

12 . Hexadecyl-phospho-G 1 -G 2 -G 3 / 
Na*-Salz : C 25 H S2 NaO 10 P (566 . 64) 

13 . 3 -O-Oc t adecyl- 2 -0 -methyl -sn- glycero- l-phospho-G 1 -G 2 -G 3 / 
Na*-Salz : C 31 H 64 Na0 12 P (682 . 80) 

Be i spiel e fur Phospho - G , -G ? -G ? -G 1 -Verbindungen 

1 . 1.2 -Dipalmitoyl-sn-glycero-3 -phospho-G 1 -G 2 -G 3 -G 4 ; 
Na # -Salz: C 47 H 92 Na0 16 P (967.20) 

2 . l . 2 -Distearoyl-sn-glycero-3 - phospho-Gi-G 2 -G 3 -G 4 ; 

Na + -Salz: C sl H 100 NaO 16 P (1023 .30) 

3 . 1 -Stearoyl -2 - lauroyl-sn- glycero -3 -phospho -G : -G 2 -G 3 -G 4 ; 

Na*-Salz : C 46 H 98 Na0 16 P ( 93 9 . 14 ) 

4 . 1 . 2 -Dioleoyl-sn- glycero -3 -phospho -G 1 -G 2 -G 3 -G 4 ; 

Na*-Salz : C 51 H 96 Na0 16 P (1019 . 27) 
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5 . 1 . 2-Dierucyl-sn-glycero-3-phospho-G 1 -G 2 -G 3 -G <; ; 

Na*-Salz: C 59 H 112 Na0 16 P (1131.48) 

6 . 1 -Stearoyl - 2 -oleoyl -sn-glycero-3 -phospho-G 1 -G 2 -G 2 -G 4 ; 

Na* - Salz : C 5l H 98 Na0 16 P (1021.29) 

7 . Erucyl-phospho-G 1 -G 2 -G 3 -G 4 ; 

Na'-Salz : C 34 H 68 Na0 12 P (722 . 87) 

Beisuiele fur Phospho- sn-G , - Verknupf unaen 
sn- 1-G T -G 2 : 

1 . 1 . 2-Dipylmitoyl-sn-glycero-3-phospho-sn-l-G 1 -G 2 ; 
Na + -Salz : C 41 H 80 NaO 12 P (819 . 04) 

2 . 1 . 2 -Distearoyl-sn-glycero-3-phospho-sn-l-G 1 -G 2 ; 

Na*-Salz : C 4S H 88 Na0 12 P (8 75. 14) 

3 . 1 - St earoyl- 2 -lauroyl-sn-g lycero- 3 -phospho- sn- l-Gi-Gj ; 

Na*-Salz: C 39 H 76 Na0 12 P (790. 98) 

4 . 1 -Stearoyl - 2 -oleoyl - sn-glycero- 3 -phospho- sn- 1 -G* -G 2 ; 

Na*-Saiz : C 45 K 86 Na0 12 P (873 .13) 

sn-l-G T -G 7 -G ? : 

1 . Dipalmitoyl- sn-glycero -3 -phospho -sn-1 -G 1 -G 2 -G 3 ; 

Na'-Salz : C 44 H 86 Na0 14 P (893 . 12) 

2 . l . 2 -Di st earoyl- sn-glycero- 3 -phospho -sn-1 -G 1 -G 2 -G^ ; 

Na*-Salz : C 48 H 94 Na0 14 P (949.22) 

1 . 1 . 2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phospho-sn-l-G 1 -G 2 -G 3 -G 4 ; 

Na*-Salz : C 47 H 92 Na0 16 P (96 7.20) 

2 . l . 2 - Di s t earoy 1 - sn - glycero - 3 -phospho- sn-1- G 1 -G 2 -G 3 - G 4 ; 

Na*-Salz : C sl H 100 NaO 16 P (1023 .30) 
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Beispiele fur Verkniipf unaen mit Zuckeralkoholen 
Pho spho - D - Mann i t - Verb i ndungen 

1 . 1 . 2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phospho-D-mannit ; 
Na*-Salz : C 41 K 80 NaO 13 P (835 . 03) 

:o 2 . l . 2-Distearoyl-sn-glycero-3 -phospho-D-mannit ; 
Na*-Salz : C 45 H 68 Na0 13 P (891 . 13 ) 

3 . l-Palmitcyl-2- lauroyl -sn-glycero -3 -phospho-D-mannit ; 



IS 



Na*-Salz : C 37 H 72 Na0 13 P (788 . 92) 

4 . l -stearoyl- 2 - lauroyl - sn-glycero -3 -phospho-D-mannit ; 
20 Na*-Salz: C 39 H 76 Na0 13 P (806.97) 

5 . 1 -Stearoyl- 2 -myristoyl- sn-glycero -3 -phospho-D-mannit ; 



25 



Na*-Salz : C 41 H B0 NaO 13 P (835 . 03) 

6 . l-Stearoyl-sn-glycero-3-phospho-D-mannit 



Na*-Salz: C 27 H 54 Na0 12 P (624.67) 
30 7. Octadecyl-phospho-D-mannit ; 

Na*-Salz : C 24 H 50 NaO 9 P (536 . 61) 

8 . l -0-Octadecyl- 2 -O-me thy 1 -sn-glycero- 3 -phospho-D-mannit ; 
Na*-Salz : C 2a H 58 NaO n P (624 . 71) 



3S 



40 



Phospho-D-Lvxit - Verbindungen 
1 . 1 . 2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phospho-D-lyxit ; 
Na + -Salz: C 40 H 78 NaO 12 P . (805.00) 

45 2 . l .2-Distearoyl-sn-glycero-3-phospho-D-lyxit; 
Na + -Salz : C 44 H 86 Na0 12 P (861 . 10) 

3 . l-Palmitoyl-2- lauroyl- sn-glycero- 3 -phospho-D-lyxit ; 



50 



Na'-Salz: C 36 H 70 NaO 12 P (758 .89) 

4 . 1-Stearoyl -2- lauroyl -sn-glycero- 3 -phospho-D-lyxit ; 



ss Na*-Salz: C 38 H 74 NaO l2 P (776.94) 
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5 . l -Stearoyl-2 -myristoyl- sn-glycero-3 -phospho-D-lyxit ; 
Na*-Salz : C 40 H 79 NaO 12 P (805.00) 

Phospho -D- Threit -Verbindunaen 

1 . 1.2 -Dipalmitoyi- sn-glycero-3 -phospho-D- threit ; 
Na + -Salz : C^H-^NaO^P (774 . 97) 

2 . 1 . 2 -Distearoyl -sn-glycero- 3 -phospho-D- threit ; 

Na'-Salz : C 43 H 84 NaO u P (831. 07) 

3 . 1 -Stearoyl - 2 - lauroyl -sn-glycero-3 -phospho-D- threit ; 

Na*-Salz : C 37 H 72 NaO u P (746. 91) 

4 . 1 - Stearoyl-2 -myristoyl- sn-glycero-3 -phospho-D- threit ; 

Na*-Salz : CjgH^NaO^P (774 . 97) 

Beispiel 4h: 

Phosphorvlierungsschritte (allaemeine Vorschrift) am Beisoiel 
der Darstelluna von 1 . 2 -Dipalmitovl -sn-glvcero- 3 -phospho-alv- 
ceroalvcerin , Na'-Salz 

In einem 1 1 Dreihalskolben werden P0C1 3 (0.1 Mol - 15.3 g) in 
15 ml THF vorgelegt. Unter starkem Riihren und Eiskuhlung 
tropft man 1 . 2 -Dipalmitoyl-sn-glycerin (0.1 Mol - 57 g) in 100 
ml THF und separat Triethylamin (0.11 Mol - 11 g) so ein, da£ 
stets ein leichter Uberschu£ von Triethylamin iiber 1.2-Di- 
palmitoyl-sn-glycerin vorhanden ist, um den sich bildenden 
Chlorwasserstof f aufzunehmen. Die Temperatur im Reaktionsge- 
misch soli dabei 16 °C nicht ubersteigen. Nach dem Eintropfen 
belaSt man noch 3 0 Minuten bei 16 °C und uberpriift durch DC- 
Chromatographie die Vollstandigkeit der Reaktion. (1.2 -Di- 
palmitoyl-sn-glycerin, RF 0.8; l .2-Dipalmitoyl- sn-glycero- 3 - 
phosphorsauredichlorid wird durch Methanolyse in den entspre- 
chenden Phosphorsauredimethylester umgewandel t , Rf 0.4 in 
Ether. ) 
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Der zweite Phosphorylierungsschrit t wird nun mit einem ge- 
schiitzten Oligoglycerin durchgef uhrt . Hier wird die Umsetzung 
mit 2 -O - Benzyl -rac-G^l .3-0.0-1. 2 -isopropyliden-rac-G : be- 
schrieben. Man tropft in das Reaktionsgemisch mit 1.2-Di- 
5 palmitoyi- sn-giycero- 3 - phosphor sauredichlor id obigen Alkohol 
(0.105 Mol - 31 g) una Triethylamin (0.13 - 13 g) in 100 ml 
THF so ein, daS die Temperatur im Reaktionsgemisch 40 °C nicht 
iibersteigt. Nach 3 Stunden bei 40 °C ist die Reaktion abge- 
schlossen ( Ausgangsprodukt als Phosphorsauredimethylester , Rf 

io 0.4; Produkt als Methylester, Rf 0.7 in Ether). Man filtriert 
vom ausgef allenem Triethylaminhydrochlorid ab und hydrolysiert 
das Reaktinsgemisch, im wesentlichen 1 . 2 -Dipalmitoyi - sn-gly- 
cero-3-phospho-2-0-benzyl-rac-glycero-l . 3-0 . 0-1 . 2 - i so - 
propyliden-rac-glycerin-monochlorid neben nicht volistandig 

is umgeset ztem 1 . 2 -Dipalmitoyi - sn-glycero-3 - phosphor sauredi - 
chlorid, mit 26 g Na 2 C0 3 gelost in 260 ml H 2 0 . Nach 4 Stunden 
wird mit 4 00 ml Diisopropylether versetzt und die obere Phase, 
die das Produkt enthalt, so weit einrotiert, bis sich erste 
Kristalle bilden. Nun versetzt man mit 500 ml Aceton und saugt 

20 bei 20 °C die gebildeten Kristalle ab. Das Filtrat enthalt das 
geschiitzte Phosphatidylglyceroglycerin, Na*-Salz (Rf 0.6 in 
CHC1 3 /CH 3 OH/Eisessig/H 2 0 600:60:20:5). Nach Entfernen des L6- 
sungsmittels erhalt man 48 g Rohprodukt , das in 140 ml Essig- 
saure und 60 ml H 2 0 fur 30 Minuten auf 60 - 70 °C erwarmt wird 

25 (Abspaltung der Isopropylidenschutzgruppe) . Man versetzt mit 
500 ml CHC1 3 , 600 ml CH 3 OH und 400 ml H 2 0 und schuttelt gut 
durch. Die untere CHC1 3 - Phase wird nochmals mit 600 ml CH 3 0H 
und 500 ml H 2 0 gewaschen, dabei aber so viel Na 2 C0 3 zusetzen, 
dafi der pH-Wert der wafirigen Phase 6 erreicht. Die untere 

30 Chlorof ormphase wird einrotiert und der Ruckstand in 4 00 ml 
THF aufgenommen. Zur Entfernung der Benzylschutzgruppe wird 
die Losung mit 6 g Pd/C versetzt und in H 2 -Atmosphare de- 
benzyliert . Die Reaktion ist nach etwa 4 Stunden beendet . Man 
filtriert vom Katalysator ab, entfernt das Losungsmittel und 

35 nimmt den Ruckstand 30 g) in 100 ml CHC1 3 auf. Man versetzt 
mit 900 ml Aceton und saugt die entstehenden Kristalle ab . Man 
erhalt ein weifees Pulver, 1 . 2 -Dipalmitoyi -sn-glycero- 3 - 
phospho-glycero-glycerin, Na*-Salz, Ausbeute : 26 g (~ 32 %) . 
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Summenf ormel : C 4l H e0 NaO 12 P (MG 819.04) 

ber.: C, 60.13; H, 9.85; Na, 2.81; 0, 23.44; P, 3.78 
gef.: C, 60.01; H, 9.79; Na , - ; 0, - ; P, 3.69 

3 1 . 2 -Dipalmitovl-sn-alvcero- 3 -phospha-alvcero-qlvcero-alvcerin . 
Na*-Sal2 

Summenf ormel : C 44 H 86 Na0 14 P (MG 893.12) 

ber.: C, 59.17; H, 9.71; Na , 2.57; 0, 25.08; P, 3.47 
gef.: C, 59.11; H, 9.62; Na , - ; 0, - ; P f 3.45 

10 

1 . 2 -Dipalmi t ovl - sn -qlvcero- 3 -phospho-alvcero>glvcero -glycerin . 
Na*-Salz 

Summenf ormel : C 47 H 92 Na0 16 P (MG 967.20) 

ber.: C, 58.37; H, 9.59; Na, 2.38; O, 26.47; P, 3.20 
is gef.: C, 58.29; H, 9.53; Na , - ; O, - ; P, 3.19 

Fur die Herstellung von Phosphatidyl -oligoglycerinen mit einer 
aliphatischen Kette, den sogenannten Lysophosphatidyl-oligo- 
glycerinen, kann von Verbindungen ausgegangen werden, die in 

20 der sn-2 -Position des Glycerins eine Benzylethergruppe tragen, 
z . B . l-Palmitoyl-2-O-benzyl-sn-glycerin, l-Stearoyl-2-O-ben- 
zyl-sn- glycerin, 1-O-Hexadecyl- 2-0 -benzyl -sn- glycerin, l-O- 
Octadecyl-2-0-benzyl-sn-glycerin usw. Die Herstellung dieser 
Verbindungen haben wir in den Publikat ionen H. Eibl und P. 

2s Woolley, Chem. Phys . Lipids 41 (1986) 53-63 und Chem. Phys . 
Lipids 4J7 (1988) 55-62 beschrieben . Diese Verbindungen werden 
in der fur die Herstellung von 1 . 2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3- 
phospho-glyceroglycerin, Na*-Salz, beschriebenen Weise phospho- 
ryliert und mit den geschiitzten Oligoglycerinen umgesetzt. Die 

20 Abspaltung der Schut zgruppen erfolgt analog. Im letzten 
Schritt erfolgt durch katalytische Hydrogenolyse mit Pd/C (5 % 
auf Aktivkohle) sowohl die Abspaltung der Benzylgruppen im 
Oligoglycerinbereich wie am Glycerin, das eine Acyl- oder 
Alkylgruppe tragt (siehe dazu die Beispiele) . 

25 

Die Herstellung der Alkylphospho-oligoglycerine dagegen ist 
einfach, da in diesem Fall die entsprechenden Alkohole nach 
gegebenem Phosphorylierungsschema umgesetzt werden. Fur die 
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Darstellung der ungesatt igt en Vertreter muS allerdings die 
Tetrahydropyranylschutzgruppe anstelle der Benzylschut zgruppe 
verwendet werden. 

s Fur die Synthese der ungesatt igten Vertreter dieser 
Stoffklasse eine grundsat zlich andere Strategie beschritten 
werden. Hier erfolgt die Phosphorylierung von 1 . 2 -Dibenzyl - sn- 
glycerin in der beschriebenen Weise (siehe dazu auch die 
deutsche Patentanmeldung DE 32 3 9 817) , dann schiieSt sich die 
io Umsetzung mit einem tetrahydropyranyl -geschiitzten Oligo- 
glycerin an. Anstelle der Hydrolyse wird eine Methanolyse 
durchgef uhrt , wobei Phosphorsauretriester erhalten werden, 
z . B . fur 2 -0-Tetrahydropyranyl-rac-G x - 1 .3-0.0-1.2 - isopro- 
pyliden-rac-G 2 ; 

15 



CH 2 - 0 - CH 2 - C 6 H 5 

CH - 0 - CH 2 - C g H 5 

CH ? 0 

0 - P - 0 -CH. 
0CH 3 



/ THP 

0 
i 

CH - CH 2 

0 

I 

CH 9 - CH - CH 9 
0 0 
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Dieses zentrale Zwischenprodukt wird nun mit ?d/C (5 % auf 
Aktivkohle) einer Hydrogenolyse unterworfen. Man erhalt: 

CH 2 - OH 

f H " 0H THP 

r u 0 0 

CH 2 N D I 

0 - p - o - CH. - CH - CH 9 
' 2 I 

0CH 3 0 



10 | 



CH ? - CH - CH. 



\ / 



/ \ 
CH 3 CH, 



Es konnen nun beliebige ungesattigte und auch gesattigte Fett- 
sauren in die Positionen sn-1 und sn-2 des Glycerinmolekiils 
eingefiihrt werden. Danach erfolgt, wie in unserer fruheren 

20 Patentanmeldung beschrieben, die Abspaltung der Methylgruppe 
mit LiBr und danach die Hydrolyse der Isopropyliden- und Te- 
trahydropyranylschutzgruppen in 70 %-iger Essigsaure bei 6 0 
bis 70 °C. Die Dioleoylverbindungen kristallisieren schwer und 
miissen deshalb durch Chromatographie gereinigt werden, wahrend 

25 die Dierucylverbindungen bereits gut in kristalliner Form 
erhalten werden konnen. 

Auch zur Herstellung der gemischtkettigen Phosphatidyl-oligo- 
glycerine ist die Phosphorsauretriester-Strategie empfehlens- 

30 wert. In diesem Falle werden wie bei der Synthese der Lyso- 
phosphatidyl-oligoglycerine die l-Acyl-2 -O-benzyl-sn-glycerine 
oder die l-O-Alkyl-2 -O-benzyl-sn-glycerine als Ausgangspro- 
dukte verwendet und analog zu 1 . 2-Dibenzyl-sn-glycerin umge- 
setzt. In diesem Falle erhalt man als Zwischenprodukte nach 

25 katalyt ischer Debenzylierung fur die G 2 -Verbindung : 
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R - 0 - CH. 
HO - CH 



CH. 



THP 



0 - 



0 
n 

P - 0 
I 

OCH, 



0 
I 



- CH, - CH - CH. 
2 , t 



I 

CH, - CH - CH, 

2 I I' 
0 0 



CH- 



CH- 



R = a) C0-(CHJ -CH~ 
2'x 3 

b) (CH 2 ) y -CH 3 



Nun konnen in die freie sn- 2 -Posit ion ungesattigce Fettsauren 
20 eingefiihrt werden und diese Molekiile wie beschrieben von ihren 
Schutzgruppen befreit werden. Angenehm ist, dafi Molekiile mit 
der Fettsaurekombination l-Palmitoyl-2-oleoyl- oder 1- 
Stearoyl-2-oleoyl bereits gut kristallisieren . 

25 Beispiel 5: Weitere Eigenschaf ten 

Mit steigender Anzahl der Glycerinmolekule wachst die Anzahl 
der freien Hydroxylgruppen und damit die Polaritat . Bei einem 
Anteil von 5 % in Wasser bildet PP-G-PG 4 als einziges PP-G-PG n 

30 eine klare isotrope Losung . Die Lipide PP-G-PG X , PP-G-PG 2 und 
PP-G- PG 3 losen sich beim Erwarmen uber 40 °C in Wasser und 
bilden Uberstrukturen . Nach Unterschreiten dieser Temperatur 
bilden sich mit unterschiedlich ausgepragten Hysteresen 
lamellare Strukturen, die durch Anisotropie (Doppelbrechung im 

25 polarisierten Licht) erkennbar sind. Die PP-G- PG r L6sung trubt 
sich am schnellsten und uberschussiges Lipid fallt nach 
Stehenlassen bei Raumtemperatur aus . Die lamellaren Phasen von 
PP-G-PG 2 und PP-G-PG 3 bleiben auch bei niedrigen Temperaturen 
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(bis 4 °C) scabil. Wahrend der Ubergang von der isotropen in 
die anisotrope Phase bei Raumtemperatur fur PP-G-PG 2 nach 
einigen Minuten erkennbar wird, erfordert dies fur PP-G-PG, 
mehrere Stunden. Die Unterschiede in der Polaritat aufiern sich 
s auch in verschiedenen Retentionsf aktoren (Rf-Wert) im Diinn- 
schicht chroma togramm auf Kieselgel. 
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Patentanspriiche 

Verbindung einer allgemeinen Formel (A) 

O 
n 

CK 2 -CH-CH-0-P-0 
I I I 

o o o 9 

R R 

worin R 1 und R 2 unabhangig voneinander Wasserstoff , einen 
gesattigten oder ungesatt igten Alkyl- oder Acylrest dar- 
stellen, der gegebenenf alls verzweigt oder/und substi- 
tuiert sein kann, R 3 Wasserstoff oder einen Alkylrest 
darstellt , 

n =0 oder 1 ist, 

x eine ganze Zahl von 1 bis 4 darstellt und 

m eine ganze Zahl von 2 bis 10, falls n = 0, oder eine 

ganze Zahl von 1 bis 10, falls n = 1, darstellt so- 

wie 1 ist, falls x grower als 1 ist, 
wobei im Falle n = 0 die Verbindung hinsichtlich des 
Werts von m groSer als 90 % einheitlich ist. 

Verbindung nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichent, 

daS im Falle n = 0 die Verbindung hinsichtlich des Werts 
von m groSer als 95 % einheitlich ist. 

Verbindung nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichent, 

daS im Falle n = 0 die Verbindung hinsichtlich des Werts 
von m groSer als 99 % einheitlich ist. 

Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi x = 1 ist und m eine ganze Zahl von 2 bis 5 dar- 
stellt. 



R 3 
I 

•CH 2 -CH 2 -N* 
R 



•CH 3 



•CH 
I 

OH 



-CK 2 -0 



-H 



n 
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Verbindung nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gelcennreichnet, 

daS x = 1 ist und m eine ganze Zahl von 2 bis 4 dar- 
stellt . 

Verbindung nach einem der vorhergehenden Anspruche , 
dadurch gekennzeichnet, 

daS in Formel (A) R 1 und R 2 unabhangig voneinander Wasser- 
stoff , einen gesattigten oder ungesatt igten C 1 -C 24 -Alkyl- 
oder C^-C^-Acylrest darstellen. 

Verbindung nach einem der vorhergehenden Anspruche 
dadurch gekennzeichnet , 

daS eine Phospho-rac- (1 oder 3 ) -oligoglycerinverknupf ung 
vorliegt . 

Verbindung nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS eine Phospho-sn- 1 -oligoglycerinverknupf ung vorliegt. 

Verbindung nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi eine Phospho-sn-3 -oligoglycerinverknupf ung vorliegt. 

0. Verbindung nach einem der Anspruche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet , 

dafi mindestens einer der Reste R 1 und R 2 einen Acylrest 
darstellt . 

1, Liposomen, 

dadurch gekennzeichnet, 

daS sie Phospholipide oder/und Alkylphospholipide , gege- 
benenfalls Cholesterin und 1 bis 50 Mol-% einer Verbin- 
dung der allgemeinen Formel (A) 
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5 




Oder deren Salze enthalten, wobei das Cholesterin, die 
Phospholipide , die Alkylphospholipide und die Verbindung 
io der Formel (A) zusammen 100 Mol-% ergeben, worin R 1 und R 2 

unabhangig voneinander Wasserstof f , einen gesattigten 
oder ungesattigten Alkyl- oder Acylrest darstellen, der 
gegebenenf alls verzweigt oder/und substituiert sein kann, 
R 3 Wasserstoff oder einen Alkylrest darstellt, 
is n = 0 oder 1 ist, 

x eine ganze Zahl von 1 bis 4 darstellt und 
m eine ganze Zahl von 2 bis 10, falls n = 0, oder eine 
ganze Zahl von 1 bis 10, falls n « 1, darstellt so- 
wie 1 ist, falls x groSer ais 1 ist, wobei im Falle 
20 n= 0 die Verbindung (A) hinsichtlich des Werts von m 

groSer als 90 % einheitlich ist. 



12. Liposomen nach Anspruch 11, 
dadurch gekennzeichnet, 

25 daS im Falle n = 0 die Verbindung (A) hinsichtlich des 

Werts von m grofier als 95 % einheitlich ist. 

13. Liposomen nach Anspruch 11 oder 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

30 dafi im Falle n = 0 die Verbindung (A) hinsichtlich des 

Werts von m groSer als 99 % einheitlich ist. 

14. Liposomen nach einem der Anspruche 11 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

35 daS sie 5 bis 15 Mol-% der Verbindung der Formel (A) 

enthalten, wobei das Cholesterin, die Phospholipide, die 
Alkylphospholipide und die Verbindung der Formel (A) 
zusammen 100 Mol-% ergeben. 
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15. Liposomen nach einem der Anspruche 11 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS in Formel (A) x = 1 ist und m eine ganze Zahl von 2 
bis 5 darstellt. 

16. Liposomen nach einem der Anspriiche 11 bis 15 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi in Formel (A) x = 1 ist und m eine ganze Zahl von 2 
bis 4 darstellt. 

17. Liposomen nach einem der Anspruche 11 bis 16, 
dadurch gekennzeichnet , 

dafi in Formel (A) R 1 und R 2 unabhangig voneinander Wasser- 
stoff, einen gesattigten Oder ungesattigten C : -C 24 - Alkyl - 
oder C 1 -C 24 -Acylrest darstellen. 

18. Liposomen nach einem der Anspruche 11 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die Verbindung der Formel (A) eine Phospho-rac- ( 1 
oder 3 ) -oligoglycerinverkmipf ung aufweist . 

19. Liposomen nach einem der Anspruche 11 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet, 

date die Verbindung der Formel (A) eine Phospho-sn-l-oli- 
goglycerinverkniipf ung aufweist. 

20. Liposomen nach einem der Anspruche 11 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die Verbindung der Formel (A) eine Phospho-sn-3 -oli- 
goglycerinverkniipf ung aufweist. 

21. Liposomen nach einem der Anspriiche 11 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi in Formel (A) mindestens einer der Reste R 1 und R 2 
eine Acylgruppe darstellt. 
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22. Liposomen nach einem der Anspruche 11 bis 21, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi in Formel (A) n = 0 ist. 

5 

23. Liposomen nach einem der Anspruche 11 bis 22, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS sie eine negative UberschuSladung aufweisen. 

io 24. Liposomen nach einem der Anspruche 11 bis 21, 
dadurch gekennzeichnet , 
daS in Formel (A) n = 1 ist. 

25. Liposomen nach Anspruch 24, 
is dadurch gekennzeichnet/ 

da£ sie keine UberschuSladung aufweisen. 

26. Liposomen nach Anspruch 24, 
dadurch gekennzeichnet, 

20 daS sie eine positive UberschuSladung aufweisen. 

27. Liposomen nach einem der Anspruche 11 bis 26, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS sie 0 bis 70 Mol-% Cholesterin, 1 bis 50 Mol-% einer 
25 Verbindung der allgemeinen Formel (A), wobei n = 1 ist, 

und Phospholipide oder/und Alkylphospholipide enthalten, 
wobei diese Bestandteile zusammen 100 Mol-% ergeben. 

28. Liposomen nach einem der Anspruche 11 bis 26, 
30 dadurch gekennzeichnet, 

daS sie 0 bis 70 Mol-% Cholesterin, 1 bis 15 Mol-% einer 
Verbindung der allgemeinen Formel (A), wobei n = 0 ist, 
und Phospholipide oder/und Alkylphospholipide enthalten, 
wobei diese Bestandteile zusammen 100 Mol-% ergeben. 

35 

29. Liposomen nach einem der Anspruche 11 bis 28, 
dadurch gekennzeichnet, 
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daS sie 25 bis 43 Mol-% Cholescerin, 5 bis 15 Mol-% einer 
Verbindung der allgemeinen Formel (A) und Phospholipide 
oder/und Alkylphospholipide enthalten. 

0. Liposomen nach einem der vorhergehenden Anspruche , 
dadurch gekennzeichnet, 

daS sie 38 bis 42 Mol-% Cholesterin enthalten. 



1. Liposomen nach einem der Anspruche 11 bis 30, 
dadurch gekennzeichnet , 

dafi der Rest -CH 2 ( -CHOH) x -CH 2 -0H von Zuckeralkoholen 
stammt, die fur x = 2 vier Hydroxylgruppen, fur x = 3 
fiinf Hydroxylgruppen und fur x = 4 sechs Hydroxylgruppen 
auf weisen . 



2. Liposomen nach einem der Anspruche 11 bis 31, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ sich nach 6 Stunden mehr als 50 % der zugegebenen 
Liposomenmenge im Blut befinden. 

3. Liposomen nach einem der Anspruche 11 bis 32, 
dadurch gekennzeichnet, 

dag sich nach 6 Stunden mehr als 60 % der zugegebenen 
Liposomenmenge im Blut befinden. 

4. Liposomen nach einem der Anspruche 11 bis 33, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi ihre Halbwertszeit in Blut mindestens 10 h betragt. 

5. Liposomen nach einem der Anspruche 11 bis 34, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi sie zusatzlich einen oder mehrere pharmazeutische 
Wirkstof f e enthalten , 

6 . Pharmazeutische Zusammensetzung, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS sie Liposomen nach einem der Anspruche 11 bis 3 5 und 
in den Liposomen eingeschlossen einen oder mehrere 
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pharmazeucische Wirkstoffe gegebenenf alls zusammen mit 
pharmazeutisch ublichen Verdiinnungs-, Hilfs-, Trager- 
und Fullscoffen enthalt. 



7. Verfahren zur Herstellung von Liposomen nach einem der 
Anspriiche 11 bis 35, 

dadurch gekennzeichnet , 

date man 1 bis 50 Mol-% einer Verbindung der allgemeinen 
Formel (A) mit den weiteren Bestandteilen der Liposomen 
in einer Menge, die zusammen mit der Verbindung der For- 
mel (A) 100 Mol-% ergibt, in eine Lipidsuspension uber- 
fiihrt und die Lipidsuspension dann durch geeignete MaS- 
nahmen auf an sich bekannte Weise in Liposomen uberf iihrt . 

8. Verfahren nach Anspruch 37, 
dadurch gekennzeichnet, 

daE man 5 bis 15 Mol-% einer Verbindung der allgemeinen 
Formel (A) mit 3 5 bis 43 Mol-% Cholesterin und 42 bis 60 
Mol-% Phospholipide oder/und Alkylphospholipide in eine 
Lipidsuspension uberfiihrt und die Lipidsuspension dann 
duch geeignete MaSnahmen auf an sich bekannte Weise in 
Liposomen viberfiihrt . 

9. Verfahren zur Herstellung einer pharmazeutischen Zuberei- 
tung nach Anspruch 36, 

dadurch gekennzeichnet, 

daS man nach einem Verfahren gemafi Anspruch 3 7 oder 3 8 
arbeitet und zum Einschlufi wasserunloslicher Wirkstoffe 
den Wirkstoff zusammen mit den Lipidbestandteilen lost 
und zum Einschlufi wasserloslicher Wirkstoffe den Lipid- 
film mit einer waSrigen Losung versetzt, die den wasser- 
loslichen Wirkstoff enthalt. 

0. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung nach einem der 
Anspriiche 1 bis 10, worin n gleich 1 ist, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ ein definiertes Oligoglycerin iiber die Aminogruppe 
mit einem Phosphat idylethanolamin verkniipft wird. 
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1. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung nach einem der 
Anspruche 1 bis 10, worin n gleich 0 ist , 
dadurch gekennzeichnet, 

dalS ein definiertes Oligoglycerin mit einem Phosphatidyl - 
glycerin verkniipft wird. 

2 . Verfahren zur Herstellung einer Verbindung nach einem der 
Anspruche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi ein definiertes Oligoglycerin oder ein C 4 -C 6 -Zucker- 
alkohol unter Verwendung eines Phosphorylierungsmittels 
an einen Alkohol der Formel CH 2 OR 1 -CHOR 2 -CHOH angehangt 
wird, wobei R 1 und R 2 die in Anspruch 1 angegebene Bedeu- 
tung haben. 

3. Verfahren nach Anspruch 42, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS als Phosphorylierungsmittel P0C1 3 verwendet wird. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 4 0 bis 43, 
dadurch gekennzeichnet, 

date eine Phospho- rac -( 1 oder 3 ) -oligoglycerinverknupf ung 
gebildet wird. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 40 bis 43, 
dadurch gekennzeichnet, 

date eine stereospezif ische Verbindung gebildet wird. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 40 bis 43 und 45, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft eine Phospho- sn- 1 -oligoglycerinverknupf ung gebildet 
wird . 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 4 0 bis 4 3 und 45, 
dadurch gekennzeichnet, 

date eine Phospho-sn- 3 -oligoglycerinverknupf ung gebildet 
wird . 
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48. Verfahren nach einem der Anspruche 4 0 bis 47, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS ein lineares Oligoglycerin definierter Kettenlange 
eingesetzt wird. 



49. Geschutztes Oligoglycerin der Formel (B) 



10 



CH 2 - CH 2 

o o 

CH 3 CH 3 



- CH 2 



- CH, - 



CH 
I 

O 
I 

X 



- CH 2 - O 



H 



worin Y eine ganze Zahl von 1 bis 9 und X eine Benzyl-, 
Alkyl- oder Tetrahydropropanylgruppe darstellt. 

15 

50. Geschutztes Oligoglycerin nach Anspruch 49, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS Y eine ganze Zahl von 1 bis 3 darstellt. 

20 51. Geschutztes Oligoglycerin nach Anspruch 49 oder 50, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ es sich urn eine einheitliche Verbindung definierter 
Struktur handelt. 



25 52. Verwendung eines geschutzten Oligoglycerins nach Anspruch 
49 bis 51 zur Herstellung einer Verbindung der Formel 
(A) . 



53. Alkyloligoglycerin der Formel (C) 

30 



35 
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worin Y eine ganze Zahl von 0 bis 8 darscellt und einer 
der Reste X oder Z einen gesat tigten oder ungesatt igten 
Alkylresc und der andere der Reste Wasserstoff darstellt. 



s 54. Alkyloligoglycerin nach Anspruch 53, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS Y eine ganze Zahl von 1 bis 3 darscellt. 

55. Alkyloligoglycerin nach Anspruch 53 oder 54, 
ic dadurch gekennzeichnet, 

daS es sich urn eine einheitliche Verbindung definierter 
Struktur hancelt. 



15 
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GEANDERTE anspr'uche 

[beim Internationalen Buro am 28. Ouli 1997 (28.07.97) eingegangen; 
urspriingl iche Anspruche 49 und 53 geandert; alle 
weiteren Anspruche unverandert (1 Seite)] 

49. Geschutztes Oligoglycerin der Formel (B) 



CH 2 - CH 2 

O O 
\ / 
C 

y \ 

CH 3 CH 3 



CH, - O 



CH, 



CH 
I 

O 
I 

X 



- CH, - O 



- H 



worin Y eine ganze Zahl von 1 bis 9 und X eine Benzylgruppe, eine 
Alkylgruppe mit mindestens 2 C-Atomen oder Tetrahydropropanyl- 
gruppe darstellt. 



53. Alkyloligoglycerin der Formel (C) 

CH 2 - CK 2 - CK 2 - O 
I I 

0 0 

1 I 

H K 

worin Y eine ganze Zahl von 1 bis 8 darstellt und einer der Reste X oder 
Z einen gesattigten oder ungesattigten Alkylrest und der andere der 
Reste Wasserstoff darstellt. 



CH 2 - 



CH 
I 

O 
I 

H 



CH, 



CH, 



CH 
I 

O 
f 

X 



CH, 

o 
I 

z 



GEANDERTES BLATT (ARTIKEL 19) 

BNSDOCID: <WO 9730058A1 J_> 



WO 97/30058 



PCTYEP97/00749 



1/3 



cd 
CD 

I 



-a 



o 

CO 

o 



a> 

CO 

to 
O) 
E 

5- 
=3 



o 

E 
a 
«o 

a 



-a 
c 



c 
> 




o 
c 
c 

CD 
C 

CO 



CD 
E 
ra 



3 



to 

i 

O 
to 
O 







ra 




OJ 












CD 




cd 




E 




-o 




ra 














m 








to 


=3 




CD 








C 


tn 


<D 








Ol 








», 




J- 








o 








a> 


a> 








—j 


LO 




? 


*■ 


ZD 














O) 








J* 






omen U 


<e 

CD 


s 




to 




i- 




O 




-c 




OL 




:o 












— r . 




CD 


• 




• ** 


CT> 




s- 


NI 


sz 




0) 




ZS 




"O 






c=» 










er: 




o 




c 








=3 


C 




i- 




CD 


S- 








CD 




CD 




to 








to 


O 




CO 


CD 




ST 






c 




CD 






cd 




"u 








c 




CD 




o 


5 




o 


> 



ft4 



BNSDOCID: <WO 9730058A1_L> 



WO 97/30058 



PCT7EP97/00749 



2/3 



T 




in 



BNSDOCID: <WO 9730058A1_I_> 



WO 97/30058 



PCT/EP97/00749 




BNSDOCID: <WO 9730058A1 J_> 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Intern ^aaJ Application No 

PCl/EP 97/0G749 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 6 C07F9/10 A61K9/127 C07D317/22 C07C43/13 




According to International Patent Classification (IPC) or to hoth national classification and IPC 




B. FIELDS SEARCHED 


Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 6 C07F A61K C07D C07C 


Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents arc included in the fields searched 


Electronic data base consulted dunng the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 


C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Category " 


Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 


A 


INT. J. PHARM. (IJPHDE, 03785173) ;94; 
VOL.111 (1); PP. 103-7, FACULTY OF 
PHARMACEUTICAL SCIENCES, TEIKYO 
UNIVERSITY, SAG AM I K0 ; KANAGAWA ; 199-01; 
JAPAN (JP), XP00O672277 
MARUYAMA K ET AL: "Phosphatidyl 
polyglycerol s prolong liposome circulation 
in vivo" 

cited in the application 
see the whole document 


1-48 


A 


DO 240 020 A (KARL-MARX-UN I VERSITAT 
LEIPZIG) 15 October 1986 
see the whole document 

-/-- 


1-10, 
40-48 


| X| Furth€r documents are listed in the continuation of box C. 


|)( | Patent family members are listed in annex. 


* Speaai categories of a ted documents : 

"A* document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

"E* earlier document but published on or after the international 
filing date 

"L" document which may throw doubts on pnonty claimfs) or 
which is cited to establish the publication date of another 
a tan on or other .speaai reason (as specified) 

"O* document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

"P* document published prior to the international filing date but 
later than the pnonty date claimed 


"T* later document published aAer the international filing date 
or pnonty date and not in conflict with the application but 
a ted to understand the pnnciple or theory underlying the 
invention 

'X* document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

" Y" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

"<fc" document member of the same patent family 


Date of the 


actual completion of the international search 


Date of mailing of the international search report 


2 


June 1997 


2 h -06- 1987 


Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5818 PatenUaan 2 
NL - 2280 HV Rjjswtjk 
Tel. ( + 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 cpo ni, 
Faic< + 31-70) 340 3016 


Authorized officer 

Beslier, L 



Form PC T71S A/210 (lacemd ihcet) (July 1992) 



page 1 of 2 



BNSDOCID: <WO 9730058A1 I > 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



C. (Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Category " 


Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant parage* 


Relevant to claim No. 



Intem' ^nal Application No 

PCi,£P 97/00749 



JOURNAL OF LIPOSOME RESEARCH, 

vol. 2, no. 3, 1 January 1992, 

pages 289-305, XP000303894 

ALLEN T M: "STEALTH LIPOSOMES: FIVE YEARS 

ON" 

see the whole document 

TETRAHEDRON ( TETRAB, 00404020 ); 95; VOL.51 
(16); PP. 4732-32, INDIAN INST. 
TECHNOLOGY ;DEP. CHEM. ; BOMBAY; 400 076; 
INDIA (IN), XP000674272 
BAIG M H A ET AL: "Stereoselective total 
synthesis of 

(2R,2 'S,3Z) -1 ' -0-(2-methoxy-3-he 
xadeceny 1 ) g 1 ycero 1 and 
(2R,2 'S) -1 ' -0-(2-methoxyhexadecyl )glycerol 
- potential antitumor compounds from shark 
1 iver oi 1 " 

see page 4725, compounds 10, 11 and 
page 4729 

EP 0 071 019 A (KA0 SOAP CO.) 9 February 
1983 

see examples 1-3 

DE 36 19 883 A (L'OREAL) 18 December 1986 
see page 33 

DE 34 27 093 A (KA0 CORP.) 7 February 1985 
see the whole document 



1-48 



49-55 



49-52 

53-55 
49-55 



1 



Form PCT/ISA. 310 (continuation of second shuts i) <July 1992) 

BNSDOC1D: <WO 9730058A1 J_> 



page 2 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

ormauon on patent family members 



Intern-' nal Application No 

Pn,£P 97/00749 



Patent document 


Publication 


Patent family 


Publication 


cited in search report 


date 


member(s) 


date 



00 240020 



NONE 



EP 71019 



09-02-83 



JP 1515898 C 
JP 58013530 A 
JP 63066297 B 



AT 
CA 
US 



7688 
1212680 
4504464 



24-08-89 
26-01-83 
20-12-88 
15-06-84 
14-10-86 
12-03-85 



DE 3619883 A 18-12-86 



LU 


85952 


A 


13 


-01 


-87 


FR 


2586017 


A 


13 


-02 


-87 


GB 


2176481 


A,B 


31 


-12 


-86 


GB 


2218096 


A,B 


08 


-11 


-89 


GB 


2221682 


A,B 


14 


-02 


-90 


GB 


2221683 


A 


14 


-02 


-90 


US 


5008406 


A 


16 


-04 


-91 


US 


5164488 


A 


17 


-11 


-92 


US 


4827003 


A 


02 


-05 


-89 



DE 3427093 A 


07-02-85 


JP 


1665620 C 


19-05-92 






JP 


3031186 B 


02-05-91 






JP 


60028944 A 


14-02-85 






FR 


2549826 A 


01-02-85 






GB 


2144122 A,B 


27-02-85 






HK 


44290 A 


15-06-90 






US 


4576967 A 


18-03-86 



Form PCTISA'210 (pliant family annex) (July 1993) 



BNSDOCID: <WO 9730058A1_I_> 



INTERNATIONALER RECHERCHENBER1CHT 



Intern ^nales Aktenzeichcn 

PC./tP 97/00749 



r P |^ S ^i» U ra/W ANM T6Wl?f OTAN (SfD317/22 C07C43/13 



Nach der International en Patcntklasafikaoon (1PK.) oder nach der naoonalen KlassifikaOon und der tPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Rechcrchiener Mindestprufstoff (Klassmkauonssystem und KJasafikaUon.«ymbok ) 

IPK 6 C07F A61K CQ7D CG7C 



Recherchicrte aber mcht zum Mindestpnifstoff gehorende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



W ah rend der mtemauonaien Recherche konsuluerte elektronische Datenbank (Name der DatenbanJc und evil, vcrwendete Suchbegnffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategone* Bczeichnung der Veroffentiichung, sowett erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 



Beo\ Anspruch Nr. 



INT. J. PHARM. (IJPHDE, 03785173) ;94; 
VOL.111 (1); PP. 103-7, FACULTY OF 
PHARMACEUTICAL SCIENCES, TEIKY0 
UNIVERSITY, SAGAM I K0 ; KANAGAWA ; 199-01; 
JAPAN (JP), XP000672277 
MARUYAMA K ET AL: "Phosphatidyl 
polyglycerols prolong liposome circulation 
in vivo" 

in der Anmeldung erwahnt 
siehe das ganze Dokument 

DD 240 020 A (KARL-MARX-UN I VERS I TAT 
LEIPZIG) 15.0ktober 1986 
siehe das ganze Dokument 



1-48 



1-10, 
40-48 



[3 



X I Weitere Veroffentlichungen and der Fortsetzung von Feld C zu 
1 enmehmen 



0 



Siehe Anhang Patentfamilie 



" Besondere Katcgonen von angegebenen Veroffentlichungen 

"A" Veroffentiichung, die den allgemeinen Stand der Techmk defmiert, 
aber mcht als besonders bedeutsam anzuschen ist 

"E* al teres Dokument, das ledoch erst am oder nach dem mtemauonaien 
Anmelde datum verbffentlicht worden ist 

"L" Veroffentiichung, die geetgnct ist, emen Pnonutsanspruch zweifelhaft er- 
schcincn zu lassen, oder durch die das Verbffentlichungsdatum einer 
andcren im Recherchenbericht genannten Veroffentiichung belegt werden 
foil oder die a us einem andcren besondere n Grand angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

*0* Veroffentiichung, die «ch auf one mundhche Offenbarung, 

eine Benutzung, erne Ausstellung oder andere Maflnahmcn beaeht 

"P" Veroffentiichung, die vor dem international en Anmeldedatum, aber nach 
dem bcanspruchten Prion tatsdatum verbffentlicht worden ist 



*T" Spatere Veroffentiichung. die nach dem intcrnauonalen Anmddedatum 
oder dem Pnon tatsdatum veroffentucht worden ist und mil der 
Anmeldung mcht koJltdiert, sondem nur zumVerstandnis des der 
Erfindung zugnmdeiiegenden Prinzips oder der ihr zugnmdeiiegenden 
Theone angegeben ist 

'X" Veroffentiichung von besonderer Bedeutung; die beanipruchte Erfindung 
kann aUein aufgnmd dieser Veroffentiichung mcht als neu oder auf 
erundenscher Taugkat beruhend betrachtet werden 

•Y" Veroffentiichung von besonderer Bedeutung; die beans pruchte Erfindung 
kann mcht als auf erfindemcher Tabgkcit beruhend betrachtet 
werden, wenn die VeroffenUichung mit aner oder mehreren andercn 
Veroffentlichungen dieser Kategone in Verbindung gc orach t wird und 
diese Verbindung fur anen Fachmann naheliegend ist 
Sl Veroffentiichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der intemaQonalcn Recherche 



2.Juni 1997 



Absendedatum des mtemauonaien Recherchenbenchts 



2 4 -06- 1997 



Name und Postanschnft der Internaoonale Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL ■ 2280 HV Rijswijk 
Tel. ( ♦ 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax (-r 31-70) 340-3016 



Bevollmachugter Bediensleter 



Beslier, L 



Formbt.u PCT'ISAy2IQ (BUtt 2) (Juli 1992) 



Seite 1 von 2 



BNSDOCID: <WO 9730058A1_L> 



1NTERNATIONALER RECHERCHENBER1CHT 



Intern *oal« Aktenzcichcn 

PCl/EP 97/00749 



CCf-orottzung) ALS WESENTL1CH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Katcgone* 



Beachnung der VeroffenUichung, sowat erfordtrlich unter Angabe der in Belraeht kommcnden Tcile I Betr. Arupruch Nr~ 



JOURNAL OF LIPOSOME RESEARCH, 

Bd. 2, Nr. 3, l.Januar 1992, 

Seiten 289-305, XP000303894 

ALLEN T M: "STEALTH LIPOSOMES: FIVE YEARS 

ON" 

siehe das ganze Dokument 

TETRAHEDRON ( TETRAB, 00404020 ); 95; VOL.51 
(16); PP. 4732-32, INDIAN INST. 
TECHNOLOGY; DEP. CHEM.; BOMBAY; 400 076; 
INDIA (IN), XP000674272 
BAIG M H A ET AL: "Stereoselective total 
synthesis of 

(2R,2'S,3Z)-l'-0-(2-methoxy-3-he 
xadecenyl) glycerol and 

(2R,2'S)-l'-0-(2-methoxyhexadecyl)glycero1 
- potential antitumor compounds from shark 
1 iver oi 1 " 

siehe Seite 4725, Verbindungen 10,11 und 
Seite 4729 

EP 0 071 019 A (KA0 SOAP CO.) 9.Februar 
1983 

siehe Beispiele 1-3 

DE 36 19 883 A (L'OREAL) 18.Dezember 1986 
siehe Seite 33 

DE 34 27 093 A (KAO CORP.) 7.Februar 1985 
siehe das ganze Dokument 



1-48 



49-55 



49-52 

53-55 
49-55 



Formbuu PCT/lSAy2iO <Focu«lzgr»i von Blatt 2) (Jul. 1992) 



Seite 2 von 2 



BNSDOCID: <WO 9730058A1_I_ 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

, die zur sclben Patentfamilie gchorcn 



An&aben zu VemffenUichui 



ln<env ^naics Aktcnzcichcn 

PCi/EP 97/00749 



Im Recherchenberichl 
angefiihrtes Patentdokument 



Datum der 
Veroffcntlichung 



Mitglicd(er) der 
Patentfamilie 



DD 240020 A 
EP 71019 A 



KEINE 



09-02-83 



DE 3619883 A 



18-12-86 



DE 3427093 A 



07-02-85 



Datum der 
Veroffcntlichung 



1 D 
J r 




c 


24-08-89 


ID 
Jr 




A 


26-01-83 


1 D 


DjUDDl j/ 


D 


20-12-88 


AT 
A 1 


/ uoo 


T 

i 


15-06-84 


LA 


XL. LC DOU 


A 


14-10-86 


IK 




A 


12-03-85 


LU 


85952 


A 


13-01-87 


FR 


2586017 


A 


1 ^ rtO Q7 


bo 


91 7GAR1 
di/ OHOl 


A R 


31-12-86 


bB 


££XOv:70 


A R 
A > D 


08-11-89 


GB 


2221682 


A ft 


14-02-90 


GB 


2221683 


A 


14-02-90 


US 


5008406 


A 


16-04-91 


US 


5164488 


A 


17-11-92 


US 


4827003 


A 


02-05-89 


JP 


1665620 


C 


19-05-92 


JP 


3031186 


B 


02-05-91 


JP 60028944 


A 


14-02-85 


FR 


2549826 


A 


01-02-85 


GB 


2144122 A,B 


27-02-85 


HK 


44290 


A 


15-06-90 


US 


4576967 


A 


18-03-86 



PormbUti PCT/ISA'210 (Aithsng Patentfamitie)<iuli 



BNSOOCID: <WO 9730058A1 J_> 



